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Pro gradu –tutkielman kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on selvittää, mitä tällä hetkellä tiedetään erilaisten 
hermokasvutekijöiden (GDNF, neurturiini, CDNF ja MANF) vaikutusmekanismeista ja kulkeutumisesta aivoissa. 
Hermokasvutekijät ovat elimistön omien solujen erittämiä proteiineja, joilla on keskeinen tehtävä hermosolujen 
kehittyksessä ja toiminnan ylläpidossa. Ne myös suojaavat hermosoluja erilaisilta vaurioilta. Nämä 
ominaisuudet tekevät hermokasvutekijöistä lupaavia yhdisteitä hermorappeumasairauksien kuten Parkinsonin 
taudin hoitoon. GDNF:stä ja neurturiinista on tehty runsaasti tutkimuksia, joissa niillä on todettu olevan 
dopaminergiä hermosoluja suojaavia ja niiden vaurioita korjaavia vaikutuksia. Niitä tutkittu myös Parkinsonin 
tautia sairastavilla potilailla ristiriitaisin tuloksin. GDNF:n ja neurturiinin RET-välitteinen signalointi tunnetaan 
nykyisin melko hyvin, mutta niiden muut vaikutusmekanismit tarvitsevat vielä lisää tutkimusta. 
 
CDNF ja MANF kuuluvat uuteen evoluutiossa hyvin säilyneeseen CDNF/MANF –proteiiniperheeseen. Niillä on 
osoitettu olevan dopaminergisia hermosoluja suojaavia ja niiden vaurioita korjaavia vaikutuksia sekä in vitro että in 
vivo Parkinsonin tautia kuvaavassa jyrsijämallissa. CDNF:n ja MANF:n hermosoluja suojaavat vaikutusmekanismit 
tunnetaan melko huonosti. Niiden rakenteesta löytyy kaksi erillistä domeenia, joilla on todennäköisesti erilaiset 
tehtävät. Proteiinien N-terminaalidomeenit muistuttavat lipideihin ja membraaneihin sitoutuvia saposiineja, joista 
osalla on havaittu oleva neurotrofisia ja apoptoosia estäviä vaikutuksia. MANF:n C-terminaalidomeenin on 
puolestaan havaittu muistuttavan Ku70-proteiinin SAP-domeenia, joka sitoutuu solulimassa Bax:iin estäen 
Bax:n proapoptoottista vaikutusta. CDNF ja MANF saattavat suojata hermosoluja sekä solun sisäisesti 
vaikuttavan proteiinin että solun ulkoisesti eritettävän hermokasvutekijän tavoin. CDNF:ää ja GDNF:ää 
kuljetetaan striatumista retrogradisesti substantia nigraan. MANF:ia kuljetetaan sen sijaan striatumista 
aivokuorelle. MANF:lla ja CDNF:llä on paremmat diffuusio-ominaisuudet aivokudoksessa kuin GDNF:llä. 
 
Kokeellisessa osassa tutkittiin CDNF:n, MANF:n ja GDNF:n vaikutuksia naiivien rottien dopamiini-
neurotransmissioon aivojen striatumin alueella mikrodialyysimenetelmää hyväksi käyttäen. Hermokasvutekijät (10 
µg) ja negatiivisena kontrollina käytetty PBS injisoitiin rottien vasempaan striatumiin stereotaktisessa 
leikkauksessa, jonka jälkeen rottien annettiin toipua viikon ajan ennen ensimmäistä mikrodialyysikoetta. Toinen 
mikrodialyysikoe suoritettiin kolmen viikon kuluttua leikkauksesta. Näytteet kerättiin vapaasti liikuvien rottien 
vasemmasta striatumista. Kokeiden aikana neurotransmissiota stimuloitiin koettimen kautta striatumiin 
annostellulla hypertonisella kaliumliuoksella ja amfetamiiniliuoksella. Dialysaattinäytteistä mitattiin 
dopamiinin, DOPAC:n, HVA:n ja 5-HIAA:n pitoisuudet. Kolme rottaa kustakin käsittelyryhmästä otettiin in 
vivo TH-aktiivisuusmääritykseen, jossa rotille annettiin NSD1015-käsittely. Tämän jälkeen rotat dekapitoitiin ja 
niiden striatumeista valmistetuista kudosnäytteistä määritettiin L-DOPA:n dopamiinin ja metaboliittien määrät 
käsitellyllä ja käsittelemättömällä aivopuoliskolla. Striatumiin kerytyvän L-DOPA:n määrä kertoo TH-
entsyymin aktiivisuudesta ja hermokasvutekijöiden mahdollisista vaikutuksista tähän aktiivisuuteen.  
 
Dopamiinin ja metaboliittien perustason pitoisuuksissa ei havaittu merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
MANF- ja CDNF-käsittely lisäsi dopamiinin vapautumista hermopäätteistä GDNF- ja PBS-käsittelyyn 
verrattuna viikko leikkauksen jälkeen suoritetuissa kokeissa. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen MANF:n 
dopamiinineurotransmissiota lisäävä vaikutus GDNF:ään verrattuna oli yhä nähtävissä. Viikko leikkausen 
jälkeen myös dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi oli lisääntynyt MANF-ryhmässä GDNF- ja PBS-
ryhmään verrattuna. DOPAC/HVA –suhde oli merkitsevästi pienempi GDNF-ryhmässä kuin muissa ryhmissä 
viikko leikkauksen jälkeen. Tulosten perusteella MANF on eniten dopaminergista neurotransmissiota 
voimistava hermokasvutekijä. Sen vaikutukset myös kestävät muita hermokasvutekijöitä kauemmin. CDNF 
näyttää myös lisäävän dopamiinin vapautumista hermopäätteistä. Dopamiinitransmission voimistuminen saattaa 
johtua dopamiinin kiihtyneestä biosynteesistä ja lisääntyneestä varastoitumisesta tai hermopäätteiden toiminnan 
voimistumisesta. TH-aktiivisuusmäärityksen tuloksissa oli havaittavissa trendi, jonka mukaan 
hermokasvutekijällä käsittellyissä ryhmissä muodostui vähemmän L-DOPA:a kuin PBS:llä käsittellyissä 
ryhmissä. Hermokasvutekijät näyttävät siis laskevan TH-entsyymin aktiivisuutta. Avainsanat − Nyckelord − Keywords	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Review of the literature: The purpose of the review is to go through what is known about mechanisms of actions of 
different neurotrophic factors (GDNF, neurturin, CDNF and MANF) and how they are transported within the brain. 
Neurotrophic factors are endogenous and secreted proteins which have a pivotal role in the development and 
maintenance of neurons. They support the survival of neurons and they can help them to recover from different 
injuries. Due to these functions neurotrophic factors might be beneficial for the treatment of neurodegenerative 
disorders like Parkinson´s disease. There are a great deal of studies that clearly show the neuroprotective and 
neurorestrorative function of GDNF and neurturin on dopaminergic neurons. They are also studied in clinical studies 
with Parkinson´s patients but the results have been partly contradictory. The signalling route of GDNF and neurturin 
via RET tyrosinekinasereceptor is fairly well known but the other mechanisms of action of these factors needs to be 
studied further. 
 
CDNF and MANF constitute a novel, evolutionarily conserved family of neurotrophic factors. They are shown to 
have neuroprotective and neurorestrorative actions on dopaminergic neurons both in vitro and in vivo in a rodent 
model of Parkinson´s disease. The mechanisms of action of CDNF and MANF are not quite clear at the moment. 
There are two different domains in their structure both of which are likely to carry different functions. The N-
terminal domains of these proteins are close to saposins, lipid and membrane binding proteins, some of which are 
shown to have neurotrophic and anti-apoptotic effects. The C-terminal domain of MANF, in turn, is structurally 
close to the SAP-domain of Ku70-protein which binds Bax in the cytoplasm and thus inhibits apoptosis mediated by 
Bax. CDNF and MANF might protect neurons both via intracellular mechanisms and extracellularly acting like a 
secreted neurotrophic factor. CDNF and GDNF are transported retrogradially from striatum to substantia nigra. 
MANF, unlike the others, is transported from striatum to the frontal cortex. MANF and CDNF are shown to 
have better diffusion properties in the brain parenchyma than GDNF. 
 
Experimental part: We studied, by means of microdialysis, the effects of CDNF, MANF and GDNF on the 
dopaminergic neurotransmission of naive rats within the striatum. Neurotrophic factors (10 µg) and PBS as a 
negative control were injected into the left striatum in stereotaxic surgery. After this rats recovered one week 
before the first mircodialysis. The second mircodialysis was performed three weeks after the surgery. The 
samples were collected from the left striatum of freely moving rats. During the microdialysis neurotransmission 
was stimulated by replacing the perfusion solution with hypertonic potassium solution and with amphetamine 
solution. The concentration of dopamine, DOPAC, HVA and 5-HIAA was measured from the dialysate 
samples. In vivo TH-activity experiment was carried out for three rats in each group. NSD1015 was injected i.p. 
after which rats were decapitated and their striatums were dissected. The concentration of L-DOPA, dopamine 
and metabolites on the treated and untreated hemisphere were analyzed from the tissue samples. The amount of 
L-DOPA in the striatum after NSD1015-treatment indicates how active TH-enzyme is. 
 
There were no significant differences in the concentrations of dopamine and metabolites during the baseline. MANF 
and CDNF increased the release of dopamine from the nerve terminals compared to GDNF and PBS one week after 
the surgery. Three weeks after the surgery there was still significant increase in the release of dopamine in MANF 
group compared to GDNF group. Also the dopamine-DOPAC-turnover was increased significantly in MANF group 
compared to GDNF and PBS groups one week after the surgery. DOPAC/HVA –ratio was significantly smaller in 
GDNF group than in other groups one week after the surgery. These findings suggest that MANF potentiates 
dopaminergic neurotransmission most drasticly. The effects of MANF seem to last longer time than the effects of 
other neurotrophic factors. CDNF seems to increase the release of dopamine from the nerve terminals as well. The 
potentiation of dopaminergic neurotransmission could be due to increased biosynthesis of dopamine or due to the 
potentiation of the function of nerve terminals. In the results of the TH-activity experiment there was a trend 
according to which L-DOPA is synthesized less after the neurotrophic factor treatment that after the PBS treatment. 
This suggests that neurotrophic factors might decrease the activity of TH-enzyme. Avainsanat − Nyckelord − Keywords	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UPR (unfolded protein response) = laskostumattomista proteiineista aiheutava vaste 
VDAC (voltage-dependent anion channel) = jännitteen säätelemän anionikanavan 
mitokondrion ulkokalvolla  
VMCL1 (ventral mesencephalic cell line 1) –solulinja = ventraalisen keskiaivon 
solulinja 1 
Aminohappotähteiden lyhenteet:  
A (Ala) = alaniini; C (Cys) = kysteiini; D (Asp) = asparagiinihappo; E (Glu) = 
glutamiinihappo; F (Phe) = fenyylialaniini; G (Gly) = glysiini; H (His) = histidiini; I 
(Ile) = isoleusiini; K (Lys) = lysiini; L (Leu) = leusiini; M (Met) = metioniini; N (Asn) 
= asparagiini; P (Pro) = proliini; Q (Gln) = glutamiini; R (Arg) = arginiini; S (Ser) = 
seriini; T (Thr) = treoniini; V (Val) = valiini; W (Trp) = tryptofaani; Y (Tyr) = tyrosiini 
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1 JOHDANTO KIRJALLISUUSKATSAUKSEEN 
 
Pro gradu –tutkielman kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on selvittää, mitä tällä hetkellä 
tiedetään erilaisten hermokasvutekijöiden vaikutusmekanismeista ja kulkeutumisesta 
aivoissa. Hermokasvutekijät ovat ryhmä elimistön endogeenisiä, solujen erittämiä 
proteiineja, jotka estävät hermosolujen ohjelmoitua solukuolemaa eli apoptoosia 
(Lindholm ja Saarma 2010). Perinteisesti hermokasvutekijät on jaettu kolmeen 
perheeseeen: neurotrofiineihin, gliasolulinjaperäiseen hermokasvutekijäperheeseen eli 
GDNF-perheeseen ja neurokiineihin. Lisäksi viimeaikoina on löydetty uusi, 
evoluutiossa hyvin säilynyt, CDNF/MANF –hermokasvutekijäperhe (Petrova ym. 2003; 
Lindholm ym. 2007). Hermokasvutekijät ovat keskeisessä roolissa keskushermoston 
sekä perifeeristen hermosolujen kehittymisessä ja toiminnan ylläpitämisessä (Huang ja 
Reichardt 2001). Ne osallistuvat hermosolujen lukumäärän säätelyyn, aksonien 
haaroittumiseen ja kasvuun, synapsien muodostumiseen sekä edesauttavat hermosolujen 
selviytymistä, erilaistumista ja migraatiota sikiöstä aina aikuisuuteen asti. 
 
Tässä työssä huomio kohdistuu GDNF-perheen hermokasvutekijöihin GDNF:ään (glial 
cell line-derived neurotrophic factor, gliasolulinjaperäinen hermokasvutekijä) ja 
neurturiiniin sekä CDNF/MANF –perheen hermokasvutekijöihin CDNF:ään (cerebral 
dopamine neurotrophic factor, dopamiinisolujen hermokasvutekijä) ja MANF:iin 
(mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor, mesenkefaalinen 
astrosyyttiperäinen hermokasvutekijä), jotka ovat tämän hetkisen tiedon valossa 
parhaiten aivojen dopaminergiä hermosoluja suojaavia ja niiden kasvua edistäviä 
proteiineja (Hoffer ym. 1994; Kearns ja Gash 1995; Tomac ym. 1995a; Gash ym. 1996; 
Winkler ym. 1996; Zhang ym. 1997; Horger ym. 1998; Rosenblad ym. 1999; Kirik ym. 
2000; Oiwa ym. 2002; Lindholm ym. 2007; Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 
2011). Vaikka hermokasvutekijöillä on moninaisia vaikutuksia elimistön eri osissa, tässä 
työssä keskitytään niiden keskushermostoon, tarkemmin ottaen dopaminergisiin 
hermosoluihin, kohdistuviin vaikutuksiin. 	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Iso osa aivojen dopaminergisista hermosoluista sijaitsee keskiaivojen substantia nigran 
ja ventraalisen tegmentaalialueen solukeskuksissa, joista lähtevät aksonit kulkevat 
striatumiin, nucleus accumbensin alueelle ja frontaaliselle aivokuorelle (Kuva 1) 
(Dahlstroem ym. 1964). Dopaminergiset radat osallistuvat muun muassa liikkeen, 
asennon, motivaation, mielialan ja mielihyvän säätelyyn. Substantia nigran pars 
compactasta caudate-putameniin kulkevien nigrostriataalisten dopamiiniratojen 
asteittainen tuhoutuminen johtaa dopamiinivajeeseen striatumissa, mikä saa aikaan 
Parkinsonin taudin oireiden puhkeamisen (Dauer ja Przedborski 2003). Parkinsonin 
tauti on etenevä hermorappeumasairaus, jonka tyypilliseen oirekuvaan kuuluvat 
lepovapina, lihasjäykkyys, asennon muutokset ja liikkeiden hidastuminen (Lees ym. 
2009). Tällä hetkellä Parkinsonin taudin hoito on rajoittunut oireita lievittävään hoitoon, 
jolla pyritään lisäämään striatumin heikentynyttä dopaminergistä  aktiivisuutta (Dauer 
ja Przedborski 2003). Käytössä olevat hoitokeinot eivät estä taudin etenemistä ja niiden 
teho yleensä hiipuu ajan myötä. Tämän takia on tarve löytää uusia uusia hoitokeinoja, 
jotka voisivat hidastaa hermovaurion etenemistä ja korjata vaurioituneiden 
hermoratojen toimintaa. 
 
 
Kuva 1. Aivojen dopaminergiset hermoradat. Suurin osa aivojen dopaminergisista 
hermosoluista sijaitsee keskiaivojen substantia nigran ja ventraalisen tegmentaalialueen 
solukeskuksissa, joista lähtevät aksonit kulkevat striatumiin, nucleus accumbensin 
alueelle ja frontaaliselle aivokuorelle. Dopaminergiset radat osallistuvat muun muassa 
liikkeen, motivaation, mielialan ja mielihyvän säätelyyn. Dopamiinihermosolujen 
tuhoutuminen erityisesti substantia nigran pars compactan alueelta aiheuttaa 
Parkinsonin taudin (Koulu ja Tuomisto 2001 s.176; Anderssoon ja Saarma 2008). 
 
Hermosolujen kuolemalla on merkittävä rooli hermoston normaalissa kehityksessä 
(Oppenheim 1991). Jopa noin puolet hermosoluista kuolee kehityksen eri vaiheissa. 
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Niin sanotun kohde-elinhypoteesin mukaan kaikki hermosolujoukot tarvitsevat 
hermokasvutekijöitä selviytyäkseen ja kehittyäkseen normaalisti (Kuva 2) (Barde 1989; 
Arumäe ym. 1997). Yksilön kehityksen aikana hermosolujen aksonit kasvavat kohti 
hermokasvutekijää erittävää kohde-elintä. Kohde-elin tuottaa hermokasvutekijöitä 
kuitenkin vain rajallisen määrän, joka ei riitä kaikkien kehittyvien neuronien tarpeisiin. 
Niitä erittyy riittävästi vain elimen kanssa kontaktiin päässeille hermosoluille, jotka 
pysyvät hengissä. Loput soluista ajautuvat hermokasvutekijän puutteessa apoptoosiin. 
Näin saavutetaan tasapaino kohdekudoksen koon ja sen hermotuksen määrän välille. 
Yksilön kehityksen jälkeen hermokasvutekijät voivat olla myös kypsän hermosolun 
itsensä erittämiä (autokriininen säätely) tai lähellä sijaitsevien naapurisolujen erittämiä 
(parakriininen säätely) (Davies ja Wright 1995; Brenneman ja Gozes, 1996). 
 
 
Kuva 2. Kohde-elinhypoteesin periaate. Hermosolut (vasemmalla) kasvattavat 
aksoneitaan kohti kohdekudoksta (oikealla). Kohdekudos erittää rajallisen määrän 
hermokasvutekijöitä (punaiset pisteet), jotka sitoutuvat hermopäätteiden pinnalla 
spesifisiin reseptoreihin, kulkeutuvat hermosolun solukeskukseen ja vaikuttavat muun 
muassa estämällä solukuolemaa. Solut, joille ei riitä hermokasvutekijöitä tarpeeksi, 
ajautuvat apoptoosiin (harmaat solut). Mekanismi johtaa tasapainoon kohdekudoksen 
koon ja sen hermotuksen määrän välillä (Airaksinen ym. 1999). 
 
Hermokasvutekijät suojaavat hermosoluja erilaisilta vaurioilta ja voivat edistää 
muodostuneiden hermovaurioiden korjaantumista (Huang ja Reichardt 2001). Nämä 
ominaisuudet tekevät hermokasvutekijöistä lupaavia yhdisteitä etsittäessä uusia 
hoitokeinoja hermorappeumasairauksien kuten Parkinsonin taudin, Alzheimerin taudin, 
amyotrofisen lateraaliskleroosin (ALS) ja Huntingtonin taudin tai traumaattisten 
hermovaurioiden kuten selkäydinvaurion hoitoon. Hermokasvutekijät voisivat pysäyttää 
esimerkiksi Parkinsonin taudin kulun ja korjata jo muodostunutta hermosoluvauriota. 
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GDNF:stä ja neurturiinista on tehty runsaasti tutkimuksia. Niitä tutkittu myös kliinisissä 
kokeissa Parkinsonin tautia sairastavilla potilailla (Gill ym. 2003; Nutt ym. 2003; Slevin 
ym. 2005; Lang ym. 2006; Marks ym. 2008; Marks ym. 2010). MANF ja CDNF ovat 
puolestaan uudempia, erittäin tehokkaita dopaminergisten hermosolujen 
hermokasvutekijöitä, jotka vaikuttavat potentiaalisilta mahdollisuuksilta kehittää 
tulevaisuudessa uusia terapeuttisia proteiineja (Petrova ym. 2003; Lindholm ym. 2007; 
Voutilainen ym. 2009). Hermokasvutekijöiden rakenteen ja vaikutusten ymmärtäminen 
on tärkeää niiden mahdollista kliinistä käyttöä ajatellen. GDNF:n ja neurturiinin 
vaikutusmekanismit tunnetaan melko hyvin, mutta CDNF:n ja MANF:n 
vaikutusmekanismeista on vähemmän tutkimustietoa. Hermokasvutekijöiden 
vaikutusmekanismien entistä syvällisempi ymmärtäminen voisi paljastaa myös uusia 
lääkkeiden vaikutuskohteita. 
 
Hermokasvutekijöiden kulkeutuminen aivoissa poikkeaa toisistaan (Tomac ym. 1995b; 
Lapchack ym. 1997; Leitner ym. 1999; Hamilton ym. 2001; Salvatore ym. 2006; 
Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). Tämän takia on syytä tarkastella myös 
GDNF:n, neurturiinin, CDNF:n ja MANF:n kulkeutumisominaisuuksia eli niiden 
passiivista diffuusiota aivojen parenkyymissä sekä aktiivisia kuljetusmekanismeja eri 
aivoalueille. Riittävän hyvä kyky diffundoitua aivokudoksessa on ratkaisevaa 
hermokasvutekijän vaikutuksen kannalta, sillä sen on kyettävä saavuttamaan tavoiteltu 
kohdealue. Toisaalta sen ei saisi levitä muille aivoalueilla, jotta voitaisiin välttyä 
epäspesifisiltä haittavaikutuksilta. Hermokasvutekijän kuljetus tietylle aivoalueelle voi 
puolestaan antaa vihjeitä sen mahdollisista vaikutusmekanismeista.  
 
 
2 GDNF-PERHEEN HERMOKASVUTEKIJÄT  
 
GDNF-perheeseen kuuluu neljä hermokasvutekijää: GDNF, artemiini (ARTN), 
persefiini (PSPN) ja neurturiini (NRTN) (Airaksinen ja Saarma 2002). GDNF-perheen 
hermokasvutekijöistä käytetään yhteistä lyhennettä GFL (GDNF family ligand, GDNF-
perheen hermokasvutekijä) ja ne muodostavat oman alaperheen TGF-β –suurperheeseen 
(transforming growth factor β, transformoiva kasvutekijä β). GDNF on GDNF-perheen 
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hermokasvutekijöistä eniten tutkittu ja sen on todettu edistävän keskiaivojen 
dopaminergisten hermosolujen selviytymistä lukuisissa tutkimuksissa in vitro ja in vivo 
(Lin ym. 1993, Hoffer ym. 1994; Bowenkamp ym. 1995; Tomac ym. 1995a; Kearns ja 
Gash 1995; Gash ym. 1996; Zhang ym. 1997; Costa ym. 2001). 
Dopamiinihermosolujen lisäksi GFL:t osallistuvat myös useiden muiden 
hermosolutyyppien kehittymisen ja erilaistumisen säätelyyn keskushermostossa. 
Esimerkiksi GDNF:n on osoitettu olevan potentti hermokasvutekijä keskushermoston 
motoneuroneille ja noradrenergisille hermosoluille (Henderson ym. 1994; Arenas ym. 
1995). Lisäksi GFL:t säätelevät perifeeristen sympaattisten, parasympaattisten, 
sensoristen ja suoliston hermosolujen selvitymistä ja erilaistumista (Airaksinen ja 
Saarma 2002). GDNF:llä on merkittävä rooli myös munuaisten kehittymisessä ja 
spermatogeneesissä (Sariola ja Saarma 2003). 
 
2.1 GDNF:n ja neurturiinin primaarirakenne ja aktivoituminen 
 
GDNF on alun perin rotan gliasolulinjasta B49 eristetty proteiini (Lin ym. 1993). 
Ihmisen ja rotan GDNF:n aminohapposekvenssit ovat 93 %:sti identtisiä (Kuva 3 A). 
Rakenteeltaan GDNF on kahden kovalenttisesti disulfidisidoksen välityksellä 
yhteensitoutuneen GDNF-molekyylin muodostama homodimeeri, joka on 
glykosyloitunut kahdesta eri kohdasta typen välityksellä. GDNF-monomeeri on 221 
aminohappotähteen pituinen ja sen molekyylimassa on noin 20 kD. Escherichia colissa 
tuotettu rekombinantti ihmisen GDNF (rhGDNF) on myös disulfidisidoksellinen 
homodimeeri, mutta se ei ole glykosyloitunut. GDNF:stä löytyy seitsemän 
kysteiinitähdettä, jotka sijaitsevat samoissa paikoissa kuin muissa TGF-β -suurperheen 
hermokasvutekijöissä (Kuva 3 B). GDNF:n aminohappojärjestyksen homologia muiden 
TGF-β -suurperheen proteiinien kanssa on alle 20 %. Vaikka GDNF:n ja muiden TGF-β 
-suurperheen proteiinien aminohappojärjestykset eivät ole kovinkaan yhteneväiset, 
niiden konformaatiot ovat kuitenkin lähellä toisiaan samoissa kohdissa sijaitsevien 
kysteiinitähteiden takia (Ibáñez 1998). Kysteiinitähteet muodostavat keskenään 
disulfidisidoksia, jotka stabiloivat proteiinien sekundaari- ja tertiäärirakennetta. 
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Neurturiini on toinen GDNF-perheeseen kuuluva hermokasvutekijä (Kotzbauer ym. 
1996). Alun perin neurturiinilla havaittiin olevan sympaattisen hermosoluviljelmän 
selvitymistä edistävä ominaisuus. Se on läheinen homologi GDNF:lle, sillä niiden 
aminohapposekvenssit ovat 45 %:sti yhteneväiset (Kuva 3 C). Neurturiini on 195 
aminohapon mittainen molekyyli, joka muodostaa disulfidisidoksellisen homodimeeri 
GDNF:n tapaan. Myös neurturiinin primaarirakenteesta löytyy seitsemän säilynyttä 
kysteiinitähdettä, jotka sijaitsevat samoissa kohdissa kuin muissa TGF-β-suurperheen 
proteiineissa. 
 
 
Kuva 3. A) Ihmisen ja rotan GDNF-proteiinien aminohapposekvenssit. Ensimmäistä 
metioniinia seuraa signalointisekvenssi, joka leikkautuu irti todennäköisesti 
aminohappojen 19 (alaniini) 20 (fenyylialaniini) välistä (laatikko I). Arginiini-leusiini-
lysiini-arginiini-sekvenssin (laatikko II) kohdalta tapahtuu oletettavasti proteolyyttiseen 
eritysprosessiin kuuluva säätelyosan irtileikkautuminen, jonka jälkeen jäljelle jää kypsä 
GDNF-proteiini. Kypsän GDNF:n aminohapposekvenssi on alleviivattu ja N-
glykosylaatiokohdat on merkitty tähdillä. Ihmisen Gdnf-geenissä olevan intronin kohta 
on osoitettu nuolella. B) GDNF:n seitsemän säilynyttä kysteiinitähdettä, jotka sijaitsevat 
samoissa kohdissa kuin muissa TGF-β-suurperheen proteiineissa. Kysteiinitähteiden 
välissä olevien aminohappojen lukumäärä on merkitty sulkuihin. TGF-β-suurperheen 
proteiineissa viimeisen kysteiinin ja COOH-treminaalin välissä on vain yksi 
aminohappotähde (mukaillen Lin ym. 1993). C) Kaavakuva GDNF-perheeseen 
kuuluvien hermokasvutekijöiden primaarirakenteesta. Kuvasta käy ilmi kypsien 
proteiinien sekä niiden pre- ja pro-signalointiosien suhteelliset pituudet. Vaaleat 
pystyviivat osoittavat seitsemän samassa kohdassa sijaitsevan kysteiinitähteen paikan. 
Numerot osoittavat aminohappojen lukumäärän kuvissa A, B ja C. NTN = neurturiini, 
ART = artemiini, PSP = persefiini (mukaillen Airaksinen ym. 1999). 
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Eritettäville proteiineille tyypilliseen tapaan GFL:t tuotetaan prekursorimuodossa 
preproGFL:nä (Kuva 3 C) (Airaksinen ja Saarma 2002). Pre-osa (GDNF:ssä 20 
aminohapon pituinen ja neurturiinissa 19 aminohapon pituinen) leikkautuu irti 
proteiinin erityksen aikana, ja jäljelle jääneen proGFL:n lopullinen aktivaatio tapahtuu 
pro-osan entsymaattisen leikkautumisen kautta. GDNF:n aktiivinen osa on 134 
aminohapon ja neurturiinin 100 aminohapon mittainen (Lin ym. 1993; Kotzbauer ym. 
1996). Säätelyosien proteolyyttisen leikkautumisen jälkeen kypsät GFL:t pariutuvat 
homodimeerisiksi yksiköiksi, jotka voivat saada aikaan biologisen vasteen. Myös muut 
TGF-β -suurperheen hermokasvutekijät syntetisoidaan prekursorimuodossa, jonka 
jälkeen ne muokataan kypsiksi disulfidisidoksellisiksi dimeereiksi (Lin ym. 1993). 
 
GDNF:llä on havaittu olevan kaksi erilaista niin sanottuna splice-isoformia, joiden 
varastoituminen ja vapautuminen eroavat toisistaan (Lonka-Nevalaita ym. 2010). 
GDNF-geenistä muodostuu elimistössä kahta erilaista mRNA:ta erilaisen 
silmikoitumisprosessin seurauksena. Pre-(α)pro-GDNF on täysimittainen transkripti, 
muta pre-(β)pro-GDNF:stä puuttuu 78 emäsparia pro-säätelyosaa koodaavalta alueelta. 
Näin ollen GDNF-proteiini voi esiintyä prekursorimuodossa joko (α)pro-GDNF:nä tai 
(β)pro-GDNF:nä, joissa on erilaiset pro-säätelyosat. Sekä (α)pro-GDNF että (β)pro-
GDNF eritetään solusta, mutta niiden erityksen laukaisevat mekanismit ovat erilaiset. 
Lisäksi isoformien sijoittuminen solun sisällä poikkeaa myös toisistaan. (α)pro-GDNF 
sijaitsee pääasiassa Golgin laitteessa, kun taas (β)pro-GDNF sijaitsee sekretograniini II 
– ja Rab3A-positiivisissa varastorakkuloissa.  
 
2.2 GDNF:n ja neurturiinin kvaternäärirakenne 
 
GDNF:n kiderakenne koostuu kahdesta GDNF-dimeeristä (Eigenbrot ja Gerber 1997). 
GDNF-proteiinissa on kaksi β-lamelleista koostuvaa niin sanottua sormea, joista toisen 
β-lamellit risteävät ja toisessa kaksi β-lamellia on sijoittunut lähes yhtäjaksoisesti 
peräkkäin (Kuva 6). Näitä β-lamelleja erottaa vain yksittäinen 310-heliksi käännös ja 
mutka. GDNF:n kolmannen ja neljännen kysteiinisidoksen välissä on yksi iso α-heliksi, 
jonka molemmilla puolilla sijaitsee suhteellisen taipuisat silmukkasegmentit. Näiden 
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taipuisten silmukoiden takia sormirakenteen ja α-heliksin muodostaman kantaosan 
sijainti toisiinsa nähden voi vaihdella GDNF-monomeerin sisällä. Tästä huolimatta α-
heliksi pysyy koko ajan läheisessä kontaktissa toisen monomeerin sormien kanssa. 
GDNF-dimeerin "sarana" löytyy sen kapeasta ja kysteiinirikkaasta keskiosasta. α-
heliksin pintaosat ovat positiivisesti varautuneet, kun taas sormien alue on negatiivisesti 
varautunut. Toisen sormen päällä on hydrofobisten aminohappotähteiden muodostama 
varaukseton alue. Muiden GFL:ien kvaternäärirakenteet muistuttavat läheisesti GDNF:n 
rakennetta, mutta niiden sormirakenteen ja  helikaaliseen kantaosan välinen 
kaarevuuskulma on erilainen (Ibáñez 1998; Parkash ym. 2008). 
 
2.3 GDNF:n ja neurturiinin esiintyminen elimistössä 
 
GDNF-perheen hermokasvutekijät osallistuvat useiden hermosolutyyppien ylläpitoon, 
kehittymiseen ja erilaistumiseen (Airaksinen ja Saarma 2002). Esimerkiksi GDNF:n 
lähetti RNA:ta (mRNA) ja GDNF-proteiinia tavataan useilla eri aivoalueilla rotan 
kehityksen ja aikuisiän aikana muun muassa aivokuorella, globus palliduksessa, 
striatumissa, nucleus accumbensissa, olfactory tuberclessa, pikkuaivoissa, 
hippokampuksessa, talamuksessa ja hajukäämissä (Schaar ym. 1993; Spinger ym. 1994; 
Choi-Lundberg ja Bohn 1995). GDNF:n mRNA:ta esiintyy striatumissa enemmän heti 
rotan syntymän jälkeen kuin aikuisen rotan kypsässä striatumissa (Schaar ym. 1993; 
Choi-Lundberg ja Bohn 1995; Trupp ym. 1997). GDNF:n runsas esiintyminen 
striatumissa kehityksen aikana ja sen reseptoreiden (GFRα1 ja RET) esiintyminen 
substantia nigrassa viittaavat siihen, että GDNF olisi kohdekudoksesta eritettettävä 
hermokasvutekijä keskiaivojen dopaminergisille hermosoluille (Choi-Lundberg ja Bohn 
1995; Trupp ym. 1997; Golden ym. 1998; Burazin ja Gundlach 1999; Oo ym. 2005). 
Myös neurturiinin mRNA:ta on havaittu esiintyvän hiiren kehittyvässä 
nigrostriataalijärjestelmässä keskiaivojen ja striatumin alueella sekä muun muassa 
aivokuorella (Widenfalk ym. 1997; Horger ym. 1998; Burazin ja Gundlach 1999). Näin 
ollen myös neurturiinilla saattaa olla vaikutusta dopamiinihermosolujen kehitykseen ja 
toimintaan.  
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Parkinsonin tautia sairastavilla potilailla GDNF:n ekspression on havaittu lisääntyneen 
putamenin alueella (Backman ym. 2006). Substantia nigran dopaminergisten 
hermosolujen tuhoutuminen saattaakin aiheuttaa kohde-elimestä eritettävän GDNF:n 
ekspression kompensatorisen lisääntymisen. GDNF-perheen hermokasvutekijöitä 
muodostetaan, eritetään ja aktivoidaan aivojen lisäksi myös monissa muissa elimistön 
kudoksissa (Airaksinen ja Saarma 2002). GDNF:ää esiintyy muun muassa 
selkäytimessä ja se toimii hermokasvutekijänä kehittyville perifeerisille hermosoluille 
(Spinger ym. 1994; Trupp ym 1995; Moore ym. 1996). Sen on todettu osallistuvan 
myös suoliston hermotuksen, munuaisten ja siittiöiden kehityksen säätelyyn (Spinger 
ym. 1994; Moore ym. 1996; Meng ym. 2000). 
 
2.4 GDNF:n ja neurturiinin vaikutusmekanismit 
 
2.4.1 RET-välitteinen signalointi 
 
GDNF-perheen ligandien soluvasteet välittyvät monesta osasta koostuvan 
reseptorikompleksin kautta. Kompleksiin kuuluvat GFL:n lisäksi GDNF-perheen 
apureseptori α (GFRα, GDNF family receptor α) ja transmembraaninen RET-
reseptorityrosiinikinaasi (Treanor ym. 1996; Airaksinen ja Saarma 2002). Kaikki GFL:t 
signaloivat saman RET-tyrosiinikinaasin välityksellä. GFRα-apureseptoreita on 
karakterisoitu neljä erilaista (α1-α4), ja ne määräävät ligandien spesifisen sitoutumisen 
RET:iin (Kuva 4) (Airaksinen ja Saarma 2002). Jokaisella GFL:llä on spesifinen 
affiniteetti yhteen GFRα-apureseptoriin. GDNF sitoutuu GFRα1:een, neurturiini 
GFRα2:een, artemiini GFRα3:een ja persefiini GFRα4:een, mutta ligandien 
ristiinsitoutumista voi myös tapahtua. On esimerkiksi havaittu, että neurturiini pystyy 
sitoutumaan myös GFRα1:een (Cacalano ym. 1998). Näin ollen nigrostriataalisissa 
dopamiinihermosoluissa, joissa esiintyy GFRα1- mutta ei GFRα2-apureseptoreita, sekä 
GDNF että neurturiini signaloivat GFRα1:n välityksellä (Horger ym. 1998; Burazin ja 
Gundlach 1999). 
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Kuva 4. GFL:ien sitoutuminen GFRα-apureseptoreihin. Homodimeerinen GFL aktivoi 
RET-tyrosiinikinaasin sitoutumalla ensin GPI-ankkuroituun GFRα-apureseptoriin. 
Nuolet osoittavat ligandi-reseptori-vuorovaikutukset, joita tavataan fysiologisissa 
olosuhteissa in vivo sekä mahdolliset ristiinsitoutumiset. GFRα-apureseptorit ovat 
kiinnittyneet solukalvoon GPI-ankkurin välitykselle ja koostuvat kolmesta 
globulaarisesta kysteiinirikkaasta domeenista (GFRα4:ssä on vain kaksi domeenia). 
GFRα:n domeenit 2 ja 3 osallistuvat GFL:n ja RET:n sitomiseen. RET on kerran 
solukalvon läpäisevä transmembraaninen proteiini. Ca2+-ionin sitoutuminen yhteen 
RET:n solunulkoisen osan neljästä kadheriinin kaltaisesta domeenista on välttämätöntä 
RET:n aktivoitumisen kannalta. RET:n transfosforylaation myötä sen solunsisäisen 
osan tyrosiinitähteet fosforyloituvat (punaiset pallot) ja toimivat sitoutumiskohtina 
erilaisille adaptoriproteiineille. Solukalvon lipidilautat on merkitty keltaisella 
(mukaillen Airaksinen ja Saarma 2002). 
 
GFRα-apureseptorit ovat glykosyylifosfatidyyli-inositoli-ankkurin (GPI-ankkurin) 
välityksellä solukalvoon sitoutuneita proteiineja, jotka koostuvat kolmesta 
globulaarisesta kysteiinirikkaasta domeenista ja vaihtelevan mittaisesta C-terminaalista 
(Kuva 4) (Jing ym. 1996; Treanor ym. 1996; Parkash ym. 2008). Domeenit 2 ja 3 ovat 
kolmion mallisia heliksispiraaleja, ja ne osallistuvat GFL:n ja RET:n sitomiseen 
(Parkash ym. 2008). Domeenin 1 roolista ei sen sijaan ole varmuutta (GFRα4:ssä ei ole 
domeenia 1 lainkaan). GFL sitoutuu taipuisan sormirakenteensa välityksellä domeenin 2 
heliksien α1, α2 ja α5 muodostaman jäykän spiraalirakenteen keskelle (Kuva 6). GPI-
ankkuroidun muodon lisäksi GFRα:sta on olemassa myös solunulkoiseen nesteeseen 
liuennutta muotoa, jota muun muassa Schwannin solut erittävät (Paratcha ym. 2001). 
RET on puolestaan kerran solukalvon läpäisevä transmembraaninen proteiini (TM-1-
reseptori), jonka solunulkoinen osa kostuu neljästä kadheriinin kaltaisesta domeenista ja 
yhdestä solukalvon lähellä olevasta kysteiinirikkaasta domeenista (Airaksinen ja 
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Saarma 2002; Parkash ym. 2008). Ca2+-ionin sitoutuminen yhteen kadheriinin 
kaltaiseen domeeniin on välttämätöntä RET:n aktivoitumisen kannalta. Solunsisäinen 
osa vastaa RET:n trysosiinikinaasiaktiivisuudesta.  
 
Vallitsevan käsityksen mukaan GFL:n signalointi RET:n välityksellä alkaa siitä, että 
solusta eritetty kypsä GFL muodostaa homodimeerisen rakenteen, joka sitoutuu GFRα-
apureseptoriinsa (Kuva 5 A) (Airaksinen ja Saarma 2002). Tämä saa aikaan myös 
GFRα:n homodimerisaation. Seuraavaksi muodostunut GFL2-GFRα2 –heterotetrameeri 
sitoutuu RET:n solunulkoiseen domeeniin ja houkuttelee kompleksin yhteyteen myös 
toisen RET:n. RET-tyrosiinikinaasin homodimerisaatio saa aikaan sen solunsisäisten 
domeenien tyrosiinitähteiden transfosforylaation. Useimmissa tapauksissa 
fosforyloinnin kohteena ovat tyrosiinitähteet Tyr905, Tyr981, Tyr1015, Tyr1062 ja 
Tyr1096 (Anderssoo ja Saarma 2008). RET:ssa on myös muita fosforyloituvia seriini- 
ja tyrosiinitähteitä, mutta niiden rooli on vielä osaksi tuntematon. 
 
 
Kuva 5. GFL:ien signalointimekanismit. A) Homodimeeri muodossa esiintyvä GFL 
(vihreät neliöt) sitoutuu GPI-ankkuroituun GFRα:an (vihreät ympyrät), joka 
dimerisoituu. Muodostunut GFL2-GFRα2 –heterotetrameeri sitoutuu RET-
tyrosiinikinaasin solunulkoiseen osaan (ruskealla). Sitoutuminen saa aikaan RET:n 
dimerisaation ja solunsisäisten tyrosiinikinaasiosien tyrosiinitähteiden 
transfosforylaation. Fosforyloituneet tyrosiinitähteet (punaisella) toimivat 
sitoutumiskohtina erilaisille adaptoriproteiineille, jotka käynnistävät solunsisäiset 
signalointikaskadit. B) NCAM (harmaalla) on vaihtoehtoinen signalointireseptori 
GFL:ille. GDNF2-GFRα12 –heterotetrameeri (vihreällä) sitoutuu NCAM:iin aktivoiden 
muun muassa solunsisäisen Src:n kaltaisen kinaasin Fyn:n (keltaisella). Ei tiedetä, 
aktivoituuko Met-tyrosiinikinaasi Fyn:n käynnistämän signalointiketjun välityksellä. 
GFRα1:n sitoutuminen NCAM:iin ilman GDNF:ää heikentää NCAM-välitteistä 
soluadheesiota (mukaillen Sariola ja Saarma 2003). 
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RET:n fosforyloituneet tyrosiinitähteet toimivat sitoutumiskohtina useille solunsisäisille 
signalointiproteiineille, esimerkiksi Shc:lle (Src-homologinen ja kollageenin kaltainen 
proteiini) ja FRS2:lle (fibroblast growth factor receptor substrate 2, fibroblastisen 
kasvutekijän reseptorisubstraatti 2) (Schlessinger 2000). RET-tyrosiinikinaasin 
fosforyloituminen käynnistääkin erilaisia solunsisäisiä signalointikaskadeja, jotka 
välittävät GFL:lle tyypillisiä vaikutuksia (Airaksinen ja Saarma 2002). Esimerkiksi 
RET:n aktivoima fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi-Akt –reitti (PI3K-Akt) sekä MAP-
kinaasi (mitogen-activated protein kinase, mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi) ja Src-
perheen kinaasit edesauttavat hermosolujen selviytymistä ja osallistuvat aksonien 
kasvamiseen. Solunulkoisen Erk-reitin (extracellular signal-regulated kinase) 
aktivoituminen säätelee myös aksonien kasvua. Fosfolipaasi Cγ:n (PLC-γ) 
aktivoituminen puolestaan lisää inositoli-(1,4,5)-trifosfaatin pilkkoutumista 
solukalvosta, mikä johtaa kalsiumin lisääntyneeseen vapautumiseen 
endoplasmakalvostosta. Soluliman lisääntynyt kalsiumpitoisuuss sekä PI3-kinaasin 
aktivoituminen johtavat neurotransmission voimistumiseen (Yang ym. 2001b). 
 
Eri GFL:t aktivoivat RET-välitteisiä signalointireittejä eri tavoin. Esimerkiksi GDNF ja 
neurturiini aktivoivat MAP-kinaasin ja PLC-γ:n eri tavalla (Lee ym. 2006). Lisäksi on 
havaittu, että MAP-kinaasi aktivoituu nopeammin GDNF:n kuin artemiinin 
vaikutuksesta (Parkash ym. 2008). Syy tähän saattaa olla GFL2-GFRα2 –
heterotetrameerin kaarevuuskulmassa, joka on erilainen riippuen siitä, mitkä ligandit ja 
apureseptorit heterotetrameerin kulloinkin muodostavat. Esimerkiksi GDNF2-GFRα12 –
kompleksin kvaternäärirakenne muodostaa noin 44 °:en kulman, koska GDNF-
monomeerien sormirakenteet ovat noin 22 °:en kulmassa helikaalisiin kantaosiin 
nähden (Kuva 6). Kullakin GFL:llä on erilainen kulma sen sormirakenteiden ja  
helikaaliseen kantaosan välillä. Kaarevan rakenteen takia myös RET-RET –
vuorovaikutus on erilainen riippuen siitä, mikä GFL2-GFRα2 –kompleksi RET:iin 
sitoutuu, ja tämä voi johtaa erilaisten signalointireittien aktivoitumiseen. Koska RET:n 
sitoutumiskohta on kaikissa GFRα-reseptoreissa samanlainen, eri tavalla kaarevat 
GFL2-GFRα2 –kompleksit saattavat työntää RET-molekyylit vinoon kukin omalla 
tavallaan. Tämä voi muuttaa RET:n solunsisäisten domeenien fosforyloituneiden 
tyrosiinitähteiden asemaa ja adaptoriproteiinien sitoutumismahdollisuuksia niihin. 
	   13 
 
 
Kuva 6. GDNF2-GFRα12 –heterotetrameerin kiderakenne. Kuvasta käy ilmi myös 
GDNF-monomeerien rakenne; niiden kaksi β-lamelleista koostuvaa sormea ja α-
heliksin muodostama kantaosa. Kiderakenne sisältää GFRα1:stä aminohapot 150-349 ja 
GDNF:stä aminohapot 34-134. GDNF:n taipuisat sormirakenteet sitoutuvat jäykkään 
GFRα1:en. GFRα1:n domeenit 2 ja 3 ovat kolmion mallisia heliksispiraaleja. Domeeni 
3 stabiloi domeenia 2, joka sitoo GDNF:n. Kahden GDNF-monomeerin 
sormirakenteiden välinen kulma on 44 °, mikä taivuttaa GDNF2-GFRα12 –kompleksin 
kvaternäärirakenteen kaarelle. Hepariinia jäljittelevä sukroosioktasulfaatti (SOS) on 
sitoutunut GFRα1:n domeeniin 2, ja yksi N-asetyyliglukosamiinimolekyyli (NAG) on 
sitoutunut kovalenttisesti GDNF:än. Tässä asetelmassa solukalvo sijaitsee kompleksin 
alapuolella. GDNF-monomeerit on värjätty keltaiseksi ja lohenpunaiseksi, GFRα1:ten 
domeenit 2 ovat väriltään sinisiä ja domeenit 3 punaisia. Heliksit on kuvattu lieriöinä ja 
β-lamellit nuolina (mukaillen Parkash ym. 2008). 
 
RET-signalointiin liittyy oleellisesti myös niin sanotut lipidilautat, jotka ovat 
solukalvossa siellä täällä sijaitsevia kolesterolin, sfingolipidien ja tyydyttyneiden 
rasvahappojen kertymiä (Airaksinen ja Saarma 2002). Ne toimivat ikään kuin 
solukalvoon liittyneiden signalointiproteiinien keskittyminä helpottaen näin 
signalointia. GPI-ankkurit sitovat GFRα-apureseptorit nimenomaan näiden 
lipidilauttojen alueelle (Kuva 4) (Simmons ja Ikonen 1997). Inaktiivinen RET sijaitsee 
lipidilautan ulkopuolella, mutta GDNF-stimulaation yhteydessä GDNF2-GFRα12 –
heterotetrameerin lisääntynyt affiniteetti RET:iin houkuttelee sen lipidilautan sisään 
(Tansey ym. 2000). Tämä edesauttaa RET:n dimerisoitumista ja transfosforylaatiota. 
Liukoinen GDNF2-GFRα12 –kompleksi aktivoi RET:n lipidilautan ulkopuolella, jonka 
jälkeen muodostunut kompleksi siirtyy lipidilauttaan toistaiseksi tuntemattomalla 
mekanismilla. RET aktivoi erilaiset signalointireitit riippuen siitä, sijaitseeko se 
lipidilautan sisä- vai ulkopuolella, ja tämä voi johtaa hyvin erilaisiin biologisiin 
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vasteisiin. Lipidilautan ulkopuolella siihen liittyy ensisijaisesti liukoinen Shc-
adaptoriproteiini mutta lautan sisäpuolella lipidiankkuroitu FRS2-adaptori. 
 
On havaittu, että GDNF:n neurotrofiset vaikutukset vaativat TGF-β:n läsnäoloa 
(Peterziel ym. 2002). TGF-β lisää GFRα1-reseptoreiden siirtymistä solukalvoon ja 
säätelee näin GDNF:n signalointia. Hermosoluviljelmän esikäsittely TGF-β:lla parantaa 
GDNF-vastetta soluissa, mutta TGF-β:n fysiologista merkitystä GDNF:n signaloinnin 
kannalta ei tiedetä. Lisäksi GDNF:n signalointi RET:n kautta vaatii GFRα-
apureseptorin ohella myös heparaanisulfaatti soluadheesiomolekyylien osallistumista 
reseptorivuorovaikutukseen (Barnett ym. 2002). Ilman heparaanisulfaattia GDNF ei saa 
aikaan RET:n fosforyloitumista eikä biologista vastetta. Heparaanisulfaatti 
proteoglykaanit, kuten syndekaanit ja glypikaanit, saattavat osallistua signaloinnin 
säätelyyn konsentroimalla GDNF-molekyylejä GFRα1-apureseptoreiden ja RET:n 
läheisyyteen tehostaen näin signalointia (Sariola ja Saarma 2003). Tätä teoriaa tukee 
tutkimus, jonka mukaan vain hyvin suuret GDNF-pitoisuudet pystyvät aktivoimaan 
RET:n sellaisissa soluissa, joiden pinnalta on poistettu heparaanisulfaatit (Barnett ym. 
2002). 
 
2.4.2 GDNF:n RET:stä riippumaton signalointi  
 
GFRα-reseptoreita tavataan useissa sellaisissa kudoksissa, joissa ei esiinny lainkaan 
RET:iä (Sariola ja Saarma 2003). Esimerkiksi aivokuorella ja sisäkorvassa GFRα-
reseptorit ovat levinneet paljon laajemmalle alueelle kuin RET. Tutkimuksissa onkin 
havaittu, että GDNF signaloi GFRα1:n välityksellä myös RET:stä riippumattomasti 
(Poteryaev ym. 1999; Trupp ym. 1999). RET:iä ilmentämättömissä solulinjoissa GDNF 
saa aikaan Src-perheen kinaasien aktivaation, mikä johtaa Erk-MAP-kinaasin, PLC-γ:n 
ja transkriptiotekijä CREB:n (cAMP response element-binding) fosforylaatioon sekä c-
FOS:n induktioon. Mekanismi, jolla GDNF:n aktivoima signaali siirtyy soluun sisään 
RET:stä riippumattomasti, on vielä epäselvä, sillä solunsisäiset signalointiproteiinit 
eivät todennäköisesti kykene sitoutumaan GFRα1-reseptoriin (Airaksinen ja Saarma 
2002). 
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GDNF2-GFRα12 –kompleksi voi signaloida RET:n lisäksi myös muiden 
tyrosiinikinaasien välityksellä (Sariola ja Saarma 2003). On havaittu, että GDNF 
aiheuttaa Met-reseptorityrosiinikinaasin fosforyloitumisen sellaisissa soluissa, joissa 
esiintyy GFRα1-reseptoreita mutta ei RET:iä, sekä soluissa, joissa esiintyy sekä 
GFRα1-reseptoreita että RET:iä. Met-tyrosiinikinaasi saattaa vastata GDNF:n RET:stä 
riippumattomasta signaloinnista, vaikka GDNF:n suora interaktio Met:n kanssa onkin 
epätodennäköinen. Src-perheen kinaasien on havaittu fosforyloivan Met:iä 
hermosoluviljelmissä. RET:stä riippumattoman Src-perheen kinaasien, ja sitä kautta 
Met:n, aktivoitumisen saattaa aiheuttaa GDNF:n sitoutuminen hermosolujen 
adheesiomolekyyliin NCAM:iin (neural cell adhesion molecule). Heparaanisulfaatti 
proteoglykaanit saattavat osallistua tämän tapahtuman säätelyyn. GDNF:n aiheuttaman 
Met-tyrosiinikinaasiaktivaation merkitys in vivo on vielä tuntematon. 
 
2.4.3 NCAM-välitteinen signalointi 
 
GFL:t signaloivat keskushermoston neuroneissa ja gliasoluissa pääasiassa RET-
tyrosiinikinaasin kautta, mutta signalointi voi tapahtua myös muiden proteiinien 
välityksellä (Sariola ja Saarma 2003). NCAM on muun muassa hermosolujen ja 
gliasolujen pinnalla esiintyvä solu-solu adheesiota välittävä glykoproteiini, joka toimii 
GFL:ien vaihtoehtoisena transmembraanisena signalointireseptorina (Paratcha ym. 
2003). GFL:t pystyvät sitoutumaan NCAM:n solunulkoiseen domeeniin suoraan ilman 
GFRα-reseptorin läsnäoloa, mutta sitoutumisen affiniteetti on tällöin alhainen. Kun 
GDNF on muodostanut heterotetrameerin GFRα1:n kanssa, sitoutuu GDNF2-GFRα12 –
kompleksi NCAM:iin korkealla affiniteetilla aktivoiden solunsisäisen Src:n kaltaisen 
kinaasin Fyn:n ja fokaalisen adheesiokinaasin FAK:n (focal adhesion kinase), jotka 
saattavat johtaa muun muassa Met-tyrosiinikinaasin aktivaatioon (Kuva 5 B). GFRα1:n 
sitoutuminen NCAM:iin yksistään ilman GDNF:ää heikentää NCAM-välitteistä 
soluadheesiota. Näyttää siis siltä, että GFL:t ja GFRα-reseptorit voivat sitoutua NCAM-
molekyyliin joko yksin tai yhdessä käynnistäen näin erilaiset signalointireitit.  
 
Tutkimuksissa on havaittu, että substantia nigran pars compactan dopaminergissa 
hermosoluissa esiintyy sekä NCAM- että integriini alfa 5 –soluadheesiomolekyylejä, 
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joiden ekspressio lisääntyy GDNF-stimulaation myötä (Chao ym. 2003). Kun NCAM:n 
ja integriini alfa 5:n toiminta estettiin spesifisillä vasta-aineilla, havaittiin, että GDNF:n 
positiiviset vaikutukset dopamiinihermosolujen selviytymiseen, aksonien kasvuun, 
dopamiinin metaboloitumiseen sekä rottien lokomotoriseen aktiivisuuteen hävisivät. 
Tämä tutkimus on osoitus GDNF:n NCAM-välitteisen signaloinnin fysiologisesta 
merkityksestä. Tulosten perusteella myös integriini alfa 5 saattaa toimia GDNF:n 
reseptorina. Lisää tutkimuksia tarvitaankin GDNF-NCAM- ja GDNF-GFRα1-NCAM-
signaloinnin fysiologisesta merkityksestä sekä integriini alfa 5:n roolista GDNF:n 
signaloinnissa.  
 
2.4.4 GFRα1:n rooli soluadheesiomolekyylinä (LICAM) 
 
GFRα1-reseptoreita esiintyy sekä pre- että postsynaptisilla solukalvoilla. GDNF pystyy 
sitoutumaan GFRα1-molekyylien välille ja välittämään näin solu-solu adheesiota 
GFRα1:tä ilmentävien solujen välillä (Ledda ym. 2007). GFRα1 saattaa siis toimia 
ligandin indusoimana soluadheesiomolekyylinä (LICAM, ligand-induced cell adhesion 
molecule) ja osallistua siten solujen väliseen vuorovaikutukseen kuten 
synapsiyhteyksien muodostumiseen. 
 
Hepariinia jäljittelevän sukroosioktasulfaatin (SOS) on todettu sitoutuvan sekä 
GFRα1:n domeeniin 2 että GDNF:n N-terminaaliosaan (Parkash ym. 2008; Alfano ym. 
2007). Onkin mahdollista, että hepariini sitoutuisi toisessa GDNF2-GFRα12 –
kompleksissa GDNF:n N-terminaaliosaan ja toisessa GDNF2-GFRα12 –kompleksissa 
GFRα1:n domeeniin 2 ja toisi näin kaksi GDNF2-GFRα12 –tetrameeriä yhteen. Tällä 
tavoin GDNF2-GFRα12 –tetrameerit saattavat muodostaa hepariinin välityksellä 
oligomeerejä solujen välille. Tämä voisi olla mahdollinen selitys GFRα1:n ja GDNF:n 
kyvylle välittää solu-solu adheesiota. 
 
2.5 GDNF:n ja neurturiinin vaikutukset dopaminergisten hermosolujen neurokemiaan 
 
GDNF ja neurturiini kiihdyttävät leesioimattomien rottien dopamiinihermosolujen 
toimintaa (Hudson ym. 1995; Hebert ym. 1996; Martin ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 
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1997; Lapchak ym. 1997; Horger ym. 1998). Substantia nigraan tai striatumiin 
injisoidun GDNF:n ja neurturiinin on havaittu lisäävän kudosnäytteistä mitattua 
dopamiinimäärää substantia nigrassa. Myös dopamiinin metaboliittien DOPAC:n (3,4-
dihydroksifenyylietikkahappo) ja HVA:n (homovaniliinihappo) määrän on havaittu 
lisääntyvän substantia nigrassa ja striatumissa hermokasvutekijäkäsittelyn myötä 
(Hudson ym. 1995; Martin ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997; Horger ym. 1998; 
Hadacz ym. 2010). Mikrodialyysikokeissa GDNF lisäsi dopamiinin vapautumista 
nigrostriataalisista hermopäätteistä kalium- ja amfetamiinistimulaatioiden aikana 
verrokkiryhmään verrattuna (Kuva 7) (Hebert ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997; 
Salvatore ym. 2004). Yhdessä mikrodialyysikokeessa dopamiinin vapautuminen oli 
lisääntynyt myös perustason aikana ennen hermosolujen stimulaatiota (Hebert ja 
Gerhardt 1997). Myös DOPAC- ja HVA-määrät lisääntyivät striatumin solunulkoisessa 
nesteessä GDNF-käsittelyn myötä perustason ja stimulaatioiden aikana (Hebert ym. 
1996; Hebert ja Gerhardt 1997).  
 
Mikrodialyysitulosten perusteella GDNF saattaa siis lisätä hermopäätteisiin 
varastoituneen dopamiinin määrää ja kiihdyttää sen metaboloitumista DOPAC:ksi ja 
HVA:ksi (Hebert ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997). Kudosnäytteistä tehtyjen 
mittausten perusteella striatumin dopamiinimäärän on kuitenkin havaittu pysyvän 
muuttumattomana tai jopa laskevan, kun GDNF:ää on injisoitu substantia nigraan tai 
striatumiin (Hudson ym. 1995; Herbert ym. 1996; Martin ym. 1996). Näin ollen 
dopamiinin lisääntynyt varastoituminen ei välttämättä selitä sen lisääntynyttä 
vapautumista hermopäätteistä. On esitetty, että GDNF pystyy voimistamaan synapsien 
neurotransmissiota lisäämällä kalsiumia sitovan frequeniiniproteiinin ekspressiota 
hermopäätteissä (Wang ym. 2001). Tämä aktivoi kalsiumkanavia, jolloin Ca2+-ioneja 
virtaa enemmän solujen sisään ja välittäjäaineiden vapautuminen lisääntyy. GDNF:n on 
havaittu myös estävän MAP-kinaasivälitteisesti dopaminergisten hermosolujen A-
tyypin kaliumkanavia (Yang ym. 2001a). Tämä hermopäätteiden kaliumkanavien 
akuutti ja reversiibeli inhibitio johtaa ärsytyskynnyksen laskuun ja voimistaa näin 
neurotransmissiota. 
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GDNF-käsittelyn aiheuttamaan dopamiinineurotransmission kiihtymiseen liittyy usein 
myös eläinten lisääntynyt lokomotorinen aktiivisuus, mikä tukee havaintoja 
neurokemiallisista muutoksista (Hudson ym. 1995; Herbert ym. 1996; Martin ym. 
1996b; Hebert ja Gerhardt 1997; Horger ym. 1998). Dopaminergisen hermovälityksen 
voimistumisen molekulaariset mekanismit ovat vielä suurimmaksi osaksi 
tuntemattomia. Lisäksi tutkimustulokset ovat olleet osittain ristiriitaisia. Esimerkiksi 
erään tutkimuksen mukaan GDNF:llä ei ole ollut lainkaan vaikutusta leesioimattomien 
hiirten striatumin tai substantia nigran dopamiini- ja metaboliittitasoihin (Tomac ym. 
1995a). Myös GDNF:n vaikutusten kohdistumisesta spesifisesti dopaminergisiin 
hermosoluihin on saatu ristiriitaisia tuloksia. Eräässä tutkimuksessa GDNF-käsittely ei 
aiheuttanut merkittäviä muutoksia nigrostriataalisen järjestelmän noradrenaliini-, 
serotoniini- (5-HT) ja 5-HIAA- (5-hydroksi-indolietikkahappo) määriin, kun taas 
toisessa tutkimuksessa serotoniinin, 5-HIAA:n, adrenaliinin ja noradrenaliinin määrät 
joko lisääntyivät tai laskivat GDNF:n annostelukohdasta riippuen (Hudson ym. 1995; 
Martin ym. 1996). 
 
2.6 GDNF:n vaikutukset dopamiinitransportterin toimintaan 
 
GDNF:n on havaittu lisäävän dopamiinin soluunottoa rotan keskiaivojen 
hermosoluviljelmillä tehdyissä kokeissa (Kuva 7) (Lin ym. 1993; Consales ym. 2007). 
Lisäksi pitkäkestoinen GDNF-stimulaatio lisäsi dopamiinitransportterigeenin 
ilmentymistä (Consales ym. 2007). GDNF:n vaikutukset kohdistuvat suhteellisen 
spesifisesti dopamiinitransportteriin (DAT), sillä gamma-aminovoihapon (GABA) tai 
serotoniinin soluunoton ei havaittu lisääntyvän GDNF:n annostelun myötä (Lin ym. 
1993). DAT kykenee todennäköisesti kompensoimaan GDNF:n aiheuttamaa 
dopamiinin lisääntynyttä vapautumista hermopäätteistä lisäämällä dopamiinin 
soluunottoa sitä mukaa kuin sen konsentraatio synapsiraossa kasvaa (Hebert ym. 1996). 
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Kuva 7. Dopaminergisen synapsin rakenne ja toiminta. Kuvasta ilmenee muun muassa 
dopamiinin synteesi- ja metaboliareitit, dopamiinin varastoituminen varastorakkuloihin, 
varastorakkuloiden eksosytoosi ja dopamiinin vapautuminen synapsirakoon sekä 
dopamiinin takaisinotto hermopäätteeseen ja dopamiinin spesifiset reseptorit. TH = 
tyrosiinihydroksylaasi, AADK = aromaattisten aminohappojen dekarboksylaasi, DA = 
dopamiini (mukaillen Koulu ja Tuomisto 2001 s.175). 
 
2.7 GDNF:n vaikutukset tyrosiinihydroksylaasientsyymiin 
 
GDNF:n vaikutuksista leesioimattomien eläinten tyrosiinihydroksylaasientsyymin (TH) 
toimintaan on julkaistu useita tutkimustuloksia, jotka ovat keskenään hyvin ristiriitaisia. 
GDNF:n annostelu lentivirusvektorin välityksellä reesus apinoiden striatumiin johti TH-
immunoreaktiivisten hermosolujen määrän lisääntymiseen striatumin alueella (Palfi ym. 
2002). Samoin rottien substantia nigraan kohdistunut GDNF-bolusinjektio lisäsi TH-
entsyymin immunoreaktiivisuutta striatumissa (Hudson ym. 1995). Tuoreemmassa 
tutkimuksessa rottien striatumiin annostellun GDNF-bolusinjektion havaittiin 
vähentävän TH-entsyymin kokonaismäärää striatumissa, mutta lisäävän sen 
fosforyloituneen eli aktiivisen muodon määrää striatumissa ja substantia nigrassa 
(Salvatore ym. 2004). Tämä osoittaa, että GDNF:n aiheuttaman 
dopamiinineurotransmission voimistumisen taustalla saattaa olla TH:n lisääntynyt 
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fosforyloituminen ja siitä johtuva dopamiinin kiihtynyt biosynteesi, joka saattaa 
puolestaan aiheuttaa TH:n kokonaismäärän kompensatorisen vähenemisen. 
 
GDNF:n pitkäkestoinen virusvektorivälitteinen ilmentäminen leesioimattomien rottien 
nigrostriataalisessa järjestelmässä johti puolestaan TH:n ekspression vähenemiseen 
(Rosenblad ym. 2003; Georgievska ym. 2004). Tästä huolimatta toisessa tutkimuksessa 
dopamiinin määrän todettiin pysyvän normaalilla tasolla (Georgievska ym. 2004). TH:n 
ekspression väheneminen saattaa johtua GDNF:n aiheuttaman pitkäkestoisen 
yliaktiivisen dopaminergisen hermovälityksen käynnistämistä kompensatorisista 
mekanismeista. Se voi olla seurausta dopamiinin lisääntyneestä määrästä solussa sekä 
presynaptisten dopamiinireseptorien lisääntyneestä aktivaatiosta. Myös TH-geenin 
ekspressio saattaa vähentyä GNDF:n käynnistämien signalointireittien myötä. Toisaalta 
pitkäkestoisen GDNF-stimulaation on osoitettu lisäävän TH-geenin ilmentymistä 
(Consales ym. 2007). Kaiken kaikkiaan GDNF:n vaikutuksista TH-entsyymin 
kokonaismäärään tai sen fosforyloituneen muodon määrään on vaikeaa vetää varmoja 
johtopäätöksiä tämän hetkisen tutkimustiedon perusteella. 
 
 
3 CDNF/MANF –PERHE 
 
CDNF/MANF –perhe on uusi, evoluutiossa hyvin säilynyt hermokasvutekijäperhe 
(Petrova ym. 2003; Lindholm ym. 2007). Selkärankaisista eläimistä löytyy sekä CDNF- 
että MANF-proteiinit, mutta selkärangattomissa on vain yksi CDNF/MANF –homologi, 
jonka muistuttaa enemmän MANF:ia kuin CDNF:ää (Palgi ym. 2009). Ihmisen 
MANF:lle löytyy homologeja ainakin 17:sta eri eläinlajista, muun muassa 
Caenorhabditis elegans –sukkulamadosta ja Drosophila melanogaster –
banaanikärpäsestä, joissa MANF:ia koodaava geeni on ensimmäinen näistä lajeista 
löytynyt hermokasvutekijägeeni (Lindholm ym. 2007; Palgi ym. 2009). Esimerkiksi 
banaanikärpänen tarvitsee D.m.MANF:iaan dopamiinihermosolujen ja dopamiinitasojen 
ylläpitoon, mitä voidaan pitää osoituksena CDNF/MANF –proteiiniperheen 
evoluutiossa säilyneestä merkityksestä dopamiinihermosolujen toiminnan kannalta 
(Palgi ym. 2009).  
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MANF:lla on havaittu olevan selektiivinen keskiaivojen dopaminergisia hermosoluja 
suojaava vaikutus in vitro (Petrova ym. 2003). Lisäksi CDNF:n ja MANF:n on osoitettu 
säilyttävän dopamiinihermosolujen toiminnallisuutta, estävän niiden etenevää 
tuhoutumista ja korjaavan niiden vaurioita Parkinsonin tautia kuvaavissa 
jyrsijämalleissa vähintään yhtä tehokkaasti kuin GDNF (Lindholm ym. 2007; 
Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). MANF:lla on myös aivokuoren 
hermosoluja iskemialta suojaava vaikutus rottamallissa, jossa se estää hapenpuutteen 
aiheuttamaa hermosolujen nekroosia/apoptoosia (Airavaara ym. 2009; Airavaara ym. 
2010). CDNF ja MANF ovatkin lupaavia hermokasvutekijöitä, joista voi olla mahdollista 
kehittää uusia terapeuttisia yhdisteitä Parkinsonin taudin hoitoon. Ne voisivat pysäyttää 
dopamiinihermosolujen rappeutumisen ja mahdollisesti korjata jo muodostunutta 
hermosolutuhoa. CDNF:n ja MANF:n dopamiinihermosoluja suojaavien vaikutusten 
mekanismeja ei kuitenkaan tunneta vielä täysin. 
 
3.1  MANF 
 
3.1.1 Primaarirakenne 
 
MANF on keskushermostossa hermosoluja tukevien ja ravitsevien astrosyyttien 
erittämä proteiini (Petrova ym. 2003). MANF eristettiin alun perin rotan VMCL1-
solulinjasta (ventral mesencephalic cell line 1, ventraalisen keskiaivon solulinja 1). 
Ihmisen rekombinantti MANF on 179 aminohapon pituinen glykosyloitunut proteiini, 
jonka molekyylimassa on 20 kDa (Kuva 8). MANF:ssa on 21 aminohapon mittainen 
signalointisekvessi, jonka leikkautuessa irti jäljelle jää  158 aminohapon mittainen, 
kahdesta domeenista koostuva, kypsä proteiini. MANF:ssa ei ole pro-sekvenssiä, joten 
se ei tarvitse entsymaattista aktivoitumista solusta erittymisen jälkeen. pH:ssa 7 MANF 
esiintyy monomeerisessä ja veteen liukenevassa muodossa (Lindholm ym. 2007). 
Proteiinin sekundaarirakennetta hallitsevat α-heliksit (45,7 %) ja satunnaiset vyyhdit 
(37,2 %) eikä β-lamelleja ole käytännössä ollenkaan (Petrova ym. 2003). MANF 
sisältää kahdeksan evoluutiossa hyvin säilynyttä kysteiinitähdettä (Cys6, Cys9, Cys40, 
Cys51, Cys82, Cys93, Cys127 ja Cys130), jotka kaikki muodostavat molekyylin sisäisiä 
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disulfidisidoksia ja ovat näin ollen tärkeitä kypsän proteiinin lopullisen 
tertiäärirakenteen muodostumisen kannalta (Hellman ym. 2011). Ihmisen MANF- ja 
CDNF-proteiinien aminohapposekvessit ovat 59 %:sti yhteneäväiset (Lindholm ym. 
2007). Muiden hermokasvutekijöiden kuten GDNF:n tai BDNF:n (brain-derived 
neurotrophic factor, aivoperäinen hermokasvutekijä) sekvenssien kanssa MANF:lla ei 
sen sijaan ole homologioita (Parkash ym. 2009). 
 
3.1.2 Esiintyminen elimistössä 
 
MANF:ia koodaava geeni sijaitsee ihmisen kromosomin 3 lyhyessä varressa (Petrova 
ym. 2003). Hermokasvutekijälle tyypilliseen tapaan MANF:ia esiintyy lukuisissa eri 
kudoksissa ihmisessä ja hiiressä, muun muassa aivoissa (Lindholm ym. 2008). MANF-
transkriptejä on löydetty hiiren aivoista sikiökauden aikana ja syntymän jälkeen. 
Aikuisen hiiren aivoissa MANF:ia esiintyy runsaasti muun muassa aivokuorella, 
hippokampuksessa, pikkuaivojen Purkinjen soluissa sekä substantia nigrassa ja 
striatumissa, joissa MANF:ia havaitaan heti syntymän jälkeen. MANF:ia löytyy 
runsaasti jo sikiökauden aikana hiiren kehittyvän aivokuoren ja keskiaivojen alueelta. 
Aikuisen ihmisen aivoista MANF-transkriptejä on löydetty muun muassa substantia 
nigrasta ja striatumista. Substantia nigrassa MANF-proteiinia löytyy TH-positiivisista 
hermosoluista. MANF:n mRNA:ta on havaittu myös aivokammion suonipunoksessa, 
joka ei ole hermokudosta. MANF:ia on havaittu olevan hiiren sikiön ääreishermostossa, 
muun muassa takajuuren hermosolmuissa, ylimmissä sympaattisissa 
kaulahermosolmuissa ja kolmoishermosolmuissa. Hermoston ulkopuolisista kudoksista 
MANF:ia löytyy erityisesti sydämestä, kiveksistä, maksasta, mahasta, keuhkoista ja 
sylkirauhasista. 
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3.2 CDNF 
 
3.2.1 Primaarirakenne 
 
CDNF on viimeisimpänä löydetty dopaminergisten hermosolujen hermokasvutekijä 
(Lindholm ym. 2007). Se on vain selkärankaisissa esiintyvä MANF-proteiinin paralogi. 
Ihmisen CDNF on 187 aminohappoa pitkä glykosyloitunut proteiini, jonka laskettu 
molekyylimassa on 18 kDa. CDNF:ssä on 26 aminohapon mittainen 
signalointisekvenssi, jonka leikkautuessa irti jäljelle jää 161 aminohapon mittainen, 
kahdesta domeenista koostuva, kypsä proteiini (Kuva 8). CDNF:ssa ei ole pro-
sekvenssiä, joten se ei tarvitse entsymaattista aktivoitumista solusta erittymisen jälkeen. 
pH:ssa 7 CDNF esiintyy monomeerisessä ja veteen liukenevassa muodossa. CDNF:n 
sekundaarirakenne koostuu suurelta osin α-helikseistä MANF-proteiinin tapaan. 
CDNF:n kahdeksan kysteiinitähdettä muodostavat kolme tai neljä molekyylin sisäistä 
disulfidisidosta kypsän proteiinin tertiäärirakenteeseen. Sf9 –hyönteissolulinjassa 
tuotettu rekombinantti ihmisen rhCDNF on glykosyloitumaton proteiini, joka sisältää 
neljä molekyylin sisäistä disulfidisidosta. CDNF:n rakenteessa on paljon yhtäläisyyksiä 
sen selkärankaisissa ja selkärangattomissa esiintyvän sukulaisproteiinin MANF:n 
kanssa. 
 
CDNF:ssä ja MANF:ssa samanlaisella välityksellä sijaitsevat kahdeksan 
kysteiinitähdettä saavat aikaan proteiinien ainutlaatuisen laskostumisen ja tekevät niistä 
oman, evoluutiossa hyvin säilyneen eritettävien proteiinien perheen (Lindholm ym. 
2007). Suurin osa MANF:n ja CDNF:n yhteisistä aminohappotähteistä sijaitsee α3-, α4-
, α5- ja 310-helikseissä, joiden välillä on yli 80 % yhteneväisyys. Täysin samat 
aminohappotähteet ovat pääasiassa helikseissä α3 ja α5 (Parkash ym. 2009). 
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Kuva 8. CDNF- ja MANF-proteiinien primaarirakenteet eri eliölajeissa. H.s. = Homo 
sapiens (ihminen), M.m. = Mus musculus (hiiri), D.m. = Drosophila melanogaster 
(banaanikärpänen), C.e. = Caenorhabditis elegans (sukkulamato). Numerot osoittavat 
aminohappojen lukumäärän. a) CDNF:n ja MANF:n aminohapposekvenssit ihmisen, 
hiiren, banaanikärpäsen ja sukkulamadon proteiineissa. Eliölajeille yhteiset aminohapot 
on merkitty tähdellä. Fysikokemiallisesti hyvin samanlaiset aminohapot on merkitty 
kaksoispisteellä ja samanlaiset pisteellä. Oletetut signalointiosat on alleviivattu. Ihmisen 
CDNF:n signalointiosan leikkauskohta on osoitettu alaspäin osoittavalla täytetyllä 
nuolella ja ihmisen MANF:n signalointiosan leikkauskohta ylöspäin osoittavalla tyhjällä 
nuolella. Kahdeksan evoluutiossa säilyneen kysteiinitähteen sijaintikohdat on osoitettu 
laatikoilla ja oletetut sekundaarirakenteen α-heliksialueet harmaalla taustalla. b) 
Kaavakuva ihmisen CDNF- ja MANF-proteiinien sekä banaanikärpäsen ja 
sukkulamadon MANF-proteiinien primaarirakenteesta. Pre tarkoittaa 
signalointisekvenssiä, joka leikkautuu irti proteiinin erityksen aikana. Evoluutiossa 
säilyneet kahdeksan kysteiinitähdettä on merkitty mustilla pystyviivoilla (mukaillen 
Lindholm ym. 2007).  
 
3.2.2 Esiintyminen elimistössä 
 
CDNF on eritettävä proteiini, joten sen pääasiallinen ekspressiopaikka  on hermosolujen 
soomaosa (Lindholm ym. 2007). CDNF:ää on löydetty useista ihmisen ja hiiren 
kudoksista, muun muassa hiiren aivoista sikiökauden aikana ja syntymän jälkeen. 
Aikuisen hiiren aivoissa CDNF:ää esiintyy muun muassa striatumissa, substantia 
nigrassa, hippokampuksessa, talamuksessa, pikkuaivojen Purkinjen soluissa, 
aivosillassa ja ydinjatkeessa, aivorungon locus coeruleuksessa sekä aivokuoren 
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hermosoluissa. Keskiaivoissa CDNF:ää on todettu esiintyvän sikiökaudelta aikuisuuteen 
asti. Aikuisen hiiren perifeerisissä kudoksissa CDNF:ää havaitaan erityisesti sydämessä, 
luustolihaksissa ja kiveksissä. CDNF:ää esiintyy laajasti myös aikuisen ihmisen 
aivoissa. Runsaimmin sitä näyttäisi olevan näköhermon, aivokurkiaisen, caudate 
nucleuksen, globus palliduksen, aivosillan ja pikkuaivojen dentate nucleuksen alueella. 
Ihmisen perifeerisistä kudoksista luustolihakset, kivekset, munuaiset ja sydän 
ilmentävät eniten CDNF:ää. CDNF:n esiintyminen striatumissa tukee oletusta sen 
osallistumisesta dopaminergisten hermopäätteiden selvitymisen ja toiminnan säätelyyn. 
Keskiaivoissa CDNF saattaa puolestaan vaikuttaa paikallisesti dopaminergisten 
hermosolujen kehittymiseen ja elinkaaren muihin vaiheisiin parakriinisten 
säätelymekanismien kautta. 
 
3.3 CDNF- ja MANF-proteiinien rakenne-aktiivisuus-suhteet ja mahdolliset 
vaikutusmekanismit 
 
3.3.1 CDNF:n ja MANF:n kiderakenteet 
 
Sekä CDNF:n että MANF:n kiderakenteet on selvitetty (Parkash ym. 2009). Niiden 
perusteella voidaan päätellä hermokasvutekijöiden mahdollisia rakenne-aktiivisuus-
suhteita. CDNF-ΔC:n (N-terminaaliosan sisältävä lyhennetty CDNF-proteiini, joka 
sisältää aminohapot 1-107) kiderakenne on malliltaan "suljettu" ja glubulaarinen (Kuva 
9 A). Kiteestä löytyy viisi α-heliksiä (α1 - α5), joita seuraa yksi 310-heliksi. α1, α2, α4 
ja α5 muodostavat neljän heliksin nipun, jonka rakennetta vääntää sisään työntyvä α3-
heliksi. Heliksejä α3 ja α4 yhdistää seitsemän aminohappotähteen pituinen silmukka 
(aminohapot 60-66). Disulfidisillat yhdistävät heliksejä α1 ja α5, heliksejä α2 ja α3 
sekä heliksiä α1 heliksin 310 C-terminaalikäännökseen. 
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Kuva 9. Piirroskuva CDNF-ΔC:n, MANF:n ja granulysiinin kiderakenteista. 
Piirroksissa kaikki heliksit on numeroitu ja niiden värikoodi menee sinisestä vihreän 
kautta punaiseen (N-terminaalista alkaen). Disulfidisidokset on merkitty tikuilla, joissa 
hiili on purppuran värinen ja rikki keltainen. A) CDNF-ΔC on N-terminaaliosan 
sisältävä lyhennetty CDNF-proteiini (sisältää aminohapot 1-107). Sen kiderakenne on 
malliltaan "suljettu" ja glubulaarinen. Disulfidisillat yhdistävät heliksejä α1 ja α5, 
heliksejä α2 ja α3 sekä heliksiä α1 heliksin 310 C-terminaalikäännökseen. B) MANF:n 
(sisältää aminohapot 1-137) kiderakenne samassa asennossa kuin CDNF-ΔC. MANF:n 
N-terminaalidomeenin (N-MANF) kiderakenne on hyvin samalainen kuin CDNF-ΔC:n 
kiderakenne. Myös N-MANF:n heliksejä yhdistää kolme disulfidisidosta. MANF:n C-
terminaalidomeeni näyttää pääosin laskostumattomalta. Sen konformaatio on 
todennäköisesti kidekontaktien stabilisoima eikä näin ollen vastaa todellisuutta. Nuoli 
osoittaa oletetun disulfidisidoksen aseman. C) Granulysiini on CDNF-ΔC:n ja MANF:n 
lähin rakenteellinen homologi. Se on esitetty samassa asennossa kuin CDNF-ΔC ja 
MANF. Granulysiini kuuluu SAPLIP-proteiineihin, joiden rakenteesta löytyy viisi 
kahden lehden muotoon pakkautunutta α-heliksiä (Bruhn 2005). Disulfidisidoksia 
esiintyy vain lehtien sisällä, ei niiden välissä (mukaillen Parkash ym. 2009). 
 
MANF-proteiinin N-terminaalidomeenin (N-MANF, sisältää aminohapot 1-95) 
kiderakenne on hyvin samalainen kuin CDNF-ΔC:n kiderakenne (Kuva 9 B) (Parkash 
ym. 2009). Myös N-MANF:sta löytyy viisi α-heliksiä (α1 - α5) ja yksi 310-heliksi. 
Heliksejä yhdistää kolme disulfidisidosta, jotka tekevät kiteestä malliltaan "suljetun" ja 
glubulaarisen. Heliksejä α3 ja α4 yhdistävä silmukka on MANF:ssa yhdeksän 
aminohappotähteen pituinen (aminohapot 55-63). Sekä CDNF:ssä että MANF:ssa N-
termnaalidomeenin hydrofobinen ydin jää suhteellisen pieneksi, koska α-heliksinipun 
rakenne on vääntynyt. CDNF:n ja MANF:n C-terminaalidomeenit näyttävät 
kiderakenteessa pääosin laskostumattomilta. Niiden konformaatiot ovat todennäköisesti 
kidekontaktien stabilisoimia eivätkä näin ollen vastaa todellisuutta. Siksi kuvassa 9 ei 
ole esitetty CDNF:n C-terminaalialuetta lainkaan ja MANF:stakin on jätetty 
aminohapot 138-158 kuvaamatta.  
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CDNF:n ja MANF:n kiderakenteesta löytyy kaksi CXXC-jaksoa (kaksi 
kysteiinitähdettä kahden aminohapon etäisyydellä toisistaan) (Parkash ym. 2009). 
Toinen sijaitsee N-terminaaliosassa ja muodostaa disulfidisidoksen α5- ja 310-heliksien 
kysteiinitähteiden kanssa. Toinen CXXC-jakso sijaitsee C-terminaaliosassa 
(127CKGC130 MANF:ssa ja 132CRAC135 CDNF:ssä) ja muodostaa todennäköisesti 
sisäisen disulfidisidoksen. Tämä rakenne on samanlainen kuin tioli-disulfidi-
oksidoreduktaasien aktiivinen kohta, joka katalysoi molekyylien sisäisten 
disulfidisidosten muodostumista (Lindholm ja Saarma 2010). CDNF ja MANF 
saattavatkin osallistua proteiinien laskostamiseen solulimakalvostossa toimimalla 
disulfidi-isomeraaseina. Teoreettisesti ajateltuna disulfidi-isomeraasiaktiivisuus voisi 
katalysoida disulfidisidosten muodostumista myös transmembraanisiin 
reseptoriproteiineihin, mikä voisi muuttaa reseptorien konformaatiota ja aktivoida näin 
solunsisäisiä signalointireittejä. C-terminaaliosan CXXC-jaksolla voi olla rooli myös 
metalli-ionien sitomisessa ja hapetus-pelkistysreaktioissa. Näiden mekanismien kautta 
CDNF ja MANF voisivat osallistua ER-stressivasteen (endoplasmic reticulum, 
solulimakalvosto) säätelyyn. 6-OHDA:n (6-hydroksidopamiini) tiedetään aiheuttavan 
myös ER-stressiä, joten CDNF:n ja MANF:n hermosoluja suojaavat vaikutukset 6-
OHDA-rottamalleissa voisivat periaatteessa välittyä ER-stressin eston myötä 
(Voutilainen ym. 2009). 
 
CDNF:n ja MANF:n N-terminaalidomeenit muistuttavat lipideihin ja membraaneihin 
sitoutuvia saposiineja (Parkash ym. 2009). Proteiinidatapankissa suoritetut haut 
osoittivat, että CDNF-ΔC ja N-MANF ovat homologisia SAPLIP:ien (saposin-like 
protein, saposiinin kaltainen proteiini) kanssa. SAPLIP:t ovat hyvin monimuotoinen 
pienten proteiinien perhe, jolla on lukuisia tärkeitä, mutta tällä hetkellä vain osittain 
tunnettuja, tehtäviä soluissa (Kuva 10) (Bruhn 2005). Kaikki SAPLIP-proteiinit 
näyttävät sitoutuvan solukalvoihin tai lipideihin vaikuttaen niiden toimintaan, mutta 
biologisen vasteen välittää usein jokin toinen SAPLIP:n kanssa vuorovaikutuksessa 
oleva proteiini. SAPLIP:t voivat olla biologisesti aktiivisia myös ilman lipideihin 
sitoutumista vaikuttamalla suoraan toisiin proteiineihin. Ihmisen neljä saposiinia (A-D) 
ovat lysosomeissa esiintyviä glykoproteiineja, jotka osallistuvat sfingolipidien 
hajottamiseen todennäköisesti eristämällä niitä solukalvosta ja muuttaen ne näin 
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liukoisempaan muotoon.  
 
 
Kuva 10. Kaavakuva SAPLIP:ien kolmesta päätehtävästä. A) Entsyymi sitoutuu 
solukalvoon SAPLIP-domeenin välityksellä. B) SAPLIP eristää solukalvon lipidejä 
entsyymin substraatiksi joko irroittamalla niitä solukalvosta tai häiritsemällä hyvin 
järjestäynyttä lipidikaksoiskerrosta. C) SAPLIP hajottaa membraanirakennetta joko 
häiritsemällä sen järjestystä yksittäisenä molekyylinä tai muodostamalla membraanin 
läpi ulottuvia oligomeerisiä kanavia. Punainen kolmio kuvaa SAPLIP-domeenia, vihreä 
ympyrä entsyymidomeenia ja sininen ympyrä itsenäistä lipideihin vaikuttavaa 
entsyymiä (Bruhn 2005). 
 
SAPLIP:t koostuvat neljästä tai viidestä α-heliksistä, joita stabiloi kaksi tai kolme 
disulfidisiltaa (Bruhn 2005). Konformaatioltaan SAPLIP:t ovat "suljettuja" ja 
glubulaarisia CDNF-ΔC:n ja N-MANF:n tapaan. Rakenteellisesti lähimpänä CDNF-ΔC 
ja N-MANF ovat emäksisiä, noin 80 aminohapon mittaisia, SAPLIP-proteiineja 
granulysiiniä ja NK-lysiiniä, joista löytyy viisi kahden lehden muotoon pakkautunutta 
α-heliksiä (Kuva 9 C) (Parkash ym. 2009). Tärkeä SAPLIP:ien tertiäärirakennetta 
määrittävä tekijä on α3- ja α4-heliksien välinen taivutuskulma, joka on samanlainen 
CDNF-ΔC:ssä, N-MANF:ssa, granulysiinissä ja NK-lysiinissä. Granulysiini ja NK-
lysiini ovat membraaneja pilkkovia ja soluja hajottavia proteiineja, jotka osallistuvat 
muun muassa elimistön bakteeripuolustukseen ja kasvainsolujen tuhoamiseen (Pena 
ym. 1997). Niiden pinnalla ei ole hydrofobisia alueita, joiden avulla ne voisivat 
kulkeutua membraanin sisään, mutta niistä löytyy paljon positiivisesti varautuneita 
aminohappoja, joiden avulla ne voivat sitoutua solukalvoon (Bruhn 2005). NK-lysiinin 
ja granulysiinin on havaittu läpäisevän solukalvo molekulaarisen elektroporaation 
avulla (Miteva ym. 1999). CDNF:sta ja MANF:stä löytyy myös positiivisesti 
varautuneita lysiini- ja arginiinitähteitä helikseistä α3, α4 ja α5 granulysiinin ja NK-
lysiinin tapaan (Kuva 11) (Parkash ym. 2009). Näin ollen myös CDNF ja MANF 
saattavat kyetä ankkuroitumaan solukalvoon fosfolipidien negatiivisesti varautuneen 
pään välityksellä ja vaikuttamaan sen toimintaan.  
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Kuva 11. CDNF:n ja MANF:n N-terminaalidomeenien pintavarauksen jakaantuminen. 
Molemmista molekyyleistä on esitetty kaksi puolta pyörittämällä molekyylejä 180 ° 
pystyakselin ympäri. Positiivinen varaus on merkitty sinisellä, negatiivinen varaus 
punaisella ja varauksettomat alueet valkoisella. Kahdeksan täysin samassa paikassa 
säilynyttä positiivisesti varautunutta lysiini- ja arginiinitähdettä on merkitty kuvaan. A) 
CDNF-ΔC:n pintavaraus. B) MANF:n N-terminaalidomeenin pintavaraus. Lysiini 96 
voi olla joko lysiini tai arginiini (Parkash ym. 2009). 
 
Prosaposiini on lysosomaalisten saposiinien A-D prekursori (O´Brien ym. 1994). 
Prosaposiinilla ja saposiini C:llä on osoitettu olevan neurotrofisia vaikutuksia 
viljeltyihin hermosoluihin (O´Brien ym. 1994; Lee ym. 2004). Ne sitoutuvat spesifiseen 
reseptoriinsa, joka aloittaa hermosolujen selviytymistä edistävän ja haaroittumista 
lisäävän kinaasikaskadin. Prosaposiinin ja saposiini C:n neurotrofisen vaikutuksen 
mekanismi eroaa muun muassa neurotrofiinihermokasvutekijöiden 
vaikutusmekanismista (O´Brien ym. 1994). Prosaposiinilla ja saposiini C:llä on havaittu 
olevan myös solujen TNFα (tumour necrosis factor α, tuumorinekroositekijä α) –
välitteistä apoptoosia ja nekroosia estävä vaikutus (Lee ym. 2004; Misasi ym. 2004). 
Onkin mahdollista, että CDNF:n ja MANF:n neurotrofiset vaikutukset johtuvat ainakin 
osittain niiden saposiinien kaltaisesta N-terminaalidomeenista ja muistuttavat 
mekanismeiltaan prosaposiinin ja saposiini C:n vaikutusta. 
 
MANF-poistogeenisillä D. melanogaster banaanikärpäsillä tehdyssä tutkimuksessa 
havaittiin, että rhMANF pystyi pitämään kärpäset hengissä, mutta CDNF ei (Palgi ym. 
2009). Tämän perusteella voitiin päätellä ratkaisevassa asemassa olevat aminohapot, 
jotka ovat samoja ihmisen ja banaanikärpäsen MANF-proteiineissa, mutta erovat 
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CDNF:ssä. Tutkimuksen perusteella CDNF:n ja MANF:n väliset biologiset erot 
johtuvat todennäköisesti seuraavista aminohappomuutoksista: MANFLeu1  GlyCDNF, 
MANFAsn66  SerCDNF, MANFLys70  ArgCDNF, MANFGlu79  MetCDNF ja MANFLys88 
 LeuCDNF. Näistä muutoksia MANFGlu79  MetCDNF ja MANFLys88  LeuCDNF 
pidetään merkittävimpinä, koska ne sijaitsevat sellaisten positiivisesti varautuneiden 
alueiden viereissä, joiden uskotaan osallistuvan proteiinien solukalvoon sitoutumiseen. 
Aminohapon vaihtuminen toiseksi saattaa muuttaa viereisen alueen varausta ja sitä 
kautta hermokasvutekijän SAPLIP-domeenin toimintaa. Mahdollisesti myös muutos 
MANFIle10  LysCDNF on vastaavalla tavalla merkittävä. Yleisesti ottaen CDNF-ΔC:n ja 
N-MANF:n pintavaraukset ovat jakautuneet suhteellisen tasaisesti. Negatiivisesti 
varautuneet tähteet ovat levittäytyneet tasaisesti N-terminaalidomeenien pinnalle ja 
positiivisesti varautuneet tähteet muodostavat kaksi erillistä keskittymää (Kuva 11). 
 
3.3.2 MANF:n liuosrakenne 
 
Ihmisen täysimittaisen MANF-proteiinin (FL-MANF) kolmiulotteinen rakenne 
liuoksessa määritettiin NMR-spektroskopian (nuclear magnetic resonance, 
ydinmagneettinen resonanssi) avulla (Hellman ym. 2011). Liuosrakenteesta ilmenee N-
terminaalidomeenin konformaation lisäksi tarkkaan määritelty globulaarinen 
konformaatio myös aikaisemmin tuntemattomalle MANF:n C-terminaalidomeenille (C-
MANF, koostuu kypsän MANF:n aminohapoista 96-158). Määritetty liuosrakenne 
vahvistaa MANF:n koostuvan kahdesta domeenista, joita yhdistää lyhyt ja joustava 
peptidiketju (aminohapot 96-103) (Kuva 12 A). Domeenien välillä ei havaittu NOE-
efektiä (nuclear overhauser effect, paljastaa avaruudessa lähekkäin olevat NMR-
aktiiviset rakenneosat) (Kuva 12 C). Näin ollen domeenit eivät ole tiukasti yhteen 
pakkautuneita vaan toimivat itsenäisiä moduuleina, jotka voivat sijaita toisiinsa nähden 
hyvin vaihtelevalla tavalla. MANF:n N-terminaali (aminohapot 1-4) ja C-terminaali 
(aminohapot 148-158) ovat myös hyvin joustavia. 
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Kuva 12. Piirroskuva täysmittaisen MANF:n (FL-MANF) ja sen eristetyn C-
terminaalidomeenin (C-MANF) liuosrakenteista sekä kuvaaja {1H}-15N NOE –
arvoista. Piirroksissa heliksit on numeroitu ja niiden värikoodi menee sinisestä vihreän 
kautta punaiseen (N-terminaalista alkaen). Disulfidisidokset on merkitty purppuran 
värisillä tikuilla. A) FL-MANF:n rakenne. MANF koostuu kahdesta domeenista, joita 
yhdistää lyhyt ja joustava peptidiketju (aminohapot 96-103). B) Eristetyn C-MANF:n 
rakenne (aminohapot 96-158). C-MANF:n globulaarinen rakenne koostuu kolmesta α-
heliksistä: Ensimmäinen α6-heliksi on löyhästi laskostunut. Peräkkäiset heliksit α7 ja 
α8 sijaitsevat rinnakkain muodostaen heliksi-silmukka-helksi-rakenteen. Eristetyn C-
MANF:n kolmiulotteinen rakenne on hyvin samanlainen kuin FL-MANF:n C-
terminaalidomeenin rakenne. MANF:n kahdeksasta kysteiinitähteestä kaksi sijaitsee C-
terminaalidomeenin alueella. C) Kuvaaja heteronukleaarisista vakaantilan {1H}-
15N NOE –arvoista MANF:n primaarirakenteen funktiona. {1H}-15N NOE –arvo (y-
akselilla) < 0,6 tulkittiin joustavaksi alueeksi proteiinin tertiäärirakenteessa. Tällaiset 
alueet löytyivät kahden domeenin välistä (aminohapot 96-103) sekä N- ja C-
terminaaleista (mukaillen Hellman ym. 2011). 
 
MANF:n N-terminaalidomeenin kiderakenne ja liuosrakenne ovat hyvin yhteneväiset 
(Parkash ym. 2009; Hellman ym. 2011). Liuosrakenteessa esiintyvä C-MANF koostuu 
kolmesta α-heliksistä (Hellman ym. 2011). Ensimmäinen α6-heliksi on löyhästi 
laskostunut, ja peräkkäiset heliksit α7 ja α8 sijaitsevat rinnakkain muodostaen heliksi-
silmukka-helksi-rakenteen (Kuva 12 B). MANF:n kahdeksasta kysteiinitähteestä kaksi 
sijaitsee C-terminaalidomeenin alueella. Aivan kuten kiderakenteesta havaittiin, Cys127 
ja Cys130 muodostavat CXXC-jakson, joka sijaitsee α7- ja α8-heliksejä yhdistävässä 
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silmukassa. 
 
C-MANF:n on havaittu olevan rakenteellisesti hyvin lähellä SAP-proteiiniperheen 
(SAF-A/B, Acinus, and PIAS) jäseniä (Hellman ym. 2011). SAP:t ovat tämän hetkisen 
tiedon mukaan DNA:han sitoutuvia domeeneja proteiineissa (Aravind ja Koonin 2000). 
Niitä esiintyy useissa tumassa sijaitsevissa proteiineissa, jotka osallistuvat kromosomien 
järjestämiseen. C-MANF:n rakenne on homologinen Ku70-proteiinin C-terminaaliosan 
SAP-domeenin kanssa (C-Ku70) (Kuva 13). Ku70 on suuri proteiini, jolla on monia 
tehtäviä (Walker ym. 2001). Yhdessä Ku80:n kanssa se muodostaa heterodimeerin, jolla 
on tärkeä rooli DNA-kaksoisjuosteen vaurioiden korjaamisessa.  
 
 
Kuva 13. C-MANF:n ja C-Ku70:n rakenteiden vertailua. A) Piirroskuva C-MANF:n 
rakenteesta (vihreällä). CXXC-jakson muodostama disulfidisidos on merkitty 
keltaisella. VPMLKE-jakso (aminohapot 113–118) on merkitty punaisella. B) 
Piirroskuva C-Ku70:n rakenteesta (turkoosilla). VPMLKE-jakso (aminohapot 578–583) 
on merkitty sinisellä. C) C-MANF:n ja C-Ku70:n aminohapposekvenssit järjestetty 
rakenteellisista vertailua varten. Sekvenssit on numeroitu kypsien täysimittaisten 
proteiinien mukaisesti. Proteiinien sekundaarirakenteiden heliksit on merkitty 
sekvensseihin keltaisilla laatikoilla. C-Ku70:stä ja C-MANF:sta löytyvä VPMLKE-
jakso on merkitty sinisellä laatikolla. C-MANF:n CXXC-jaksoa vastaava kohta on 
merkitty vihreällä laatikolla. Heliksejä α7 ja α8 yhdistävä silmukka on C-MANF:ssa 
kaksi aminohappoa lyhyempi kuin C-Ku70:ssä. Rakenteissa säilyneet lysiinitähteet on 
merkitty kuviin punaisilla tikuilla ja sekvenssiin laatikoilla. Rakenteessa säilyneet 
hydrofobiset aminohappotähteet sijaitsevat α-heliksialueiden keskellä ja muodostavat 
rakenteille hydrofobisen ytimen (merkitty kuviin harmailla tikuilla ja sekvenssiin 
laatikoilla) (mukaillen Hellman ym. 2011). 
 
Ku70:llä on myös tärkeä apoptoosia estävä tehtävä solulimassa (Sawada ym. 2003b). Se 
sitoutuu SAP-domeeninsa välityksellä apoptoosia edistävään Bax-proteiiniin (Bcl-2-
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associated X protein) pitäen sen inaktiivisessa muodossa. Bax kuuluu Bcl-2-
proteiiniperheeseen, jonka jäsenet joko edistävät tai estävät ohjelmoitua solukuolemaa 
(Deckwerth ym. 1996). Niiden tehtävänä on säädellä mitokondrioiden membraanin 
läpäisevyyttä apoptoosin aikana (Shimizu ym. 1999). Normaalitilan vallitessa Bax 
sijaitsee solulimassa, jossa se ei aiheuta haittaa solulle (Wolter ym. 1997). Apoptoosin 
aikana Bax:n on havaittu siirtyvän mitokondrion ulkokalvoon, jossa se oligomerisoituu 
(Antonsson ym. 2000). Bax-oligomeerit muodostavat kanavia mitokondrion 
ulkokalvoon muuttaen näin sen permeabiliteettia. Tämä saa aikaan sytokromi c:n 
vapautumisen mitokondriosta solulimaan, mikä aktivoi solun proteolyyttisiä entsyymejä 
kuten kaspaaseja (Shimizu ym. 1999). Bax saattaa myös sitoutua suoraan mitokondrion 
ulkokalvolla sijaitsevaan jännitteen säätelemän anionikanavan (VDAC, voltage-
dependent anion channel) avaten sen ja lisäten sytokromi c:n vapautumista sen kautta. 
Bcl-2-proteiiniperheen apoptoosia estävät jäsenet, kuten Blc-2, voivat muodostaa 
heterodimeerejä Bax:n kanssa pitäen tämän inaktiivisena. 
 
Ohjelmoituun solukuolemaan ajautuneessa solussa Ku70 irtoaa Bax:sta, jolloin Bax 
aktivoituu ja käynnistää mitokondriaalisen apoptoosin (Sawada ym. 2003b). 
Hermosoluissa Bax-proteiini on tärkein apoptoosia edistävä efektori. Esimerkiksi NGF-
hermokasvutekijän (nerve growth factor) puutteen aiheuttama hermosolujen apoptoosi 
on todettu välittyvän sen kautta. Ku70-proteiinin apoptoosia estävä aktiivisuus on 
paikallistettu aminohappotähteiden 536-609 väliin, joka suurimmaksi osaksi muodostaa 
proteiinin C-terminaalidomeenin (C-Ku70). Tarkemmin sanottuna apoptoosia estävä 
vaikutus on todettu sijoittuvan C-Ku70:n aminohappojaksoon VPMLKE (aminohapot 
578-583), sillä pentapeptidi VPMLK pystyy myös pitämään Bax:n inaktiivisena 
(Sawada ym. 2003a). Myös C-MANF:sta löytyy samanlainen epitooppi, joka sijaitsee 
α7-heliksin alussa (Kuva 13 C). 
 
Tutkittaessa MANF:n ja C-MANF:n kykyä estää Bax-välitteistä apoptoosia SCG 
(sympathetic superior cervical ganglion, ylin sympaattinen kaulahermosolmu) –
hermosolujen viljelmässä  yliekspressoitiin FL-MANF:ia, C-MANF:ia, Ku70:tä ja C-
Ku70:tä (Hellman ym. 2011). Tämän jälkeen solut ajettiin apoptoosiin kolmella Bax-
välitteisellä tavalla: käsittelemällä soluja etoposidilla tai staurosporiinilla tai poistamalla 
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elatusliuoksesta NGF. FL-MANF ja C-MANF estivät apoptoosin kaikissa kolmessa 
tapauksessa yhtä tehokkaasti kuin Ku70 ja C-Ku70. Näin ollen MANF pystyy 
suojaamaan hermosoluja Bax-välitteiseltä apoptoosilta Ku70:n tavoin. 
 
 
4 HERMOKASVUTEKIJÖIDEN KULKEUTUMINEN AIVOISSA 
 
Hermokasvutekijöiden kyky levitä aivojen parenkyymissä on tärkeä niiden biologisen 
tehon kannalta (Hamilton ym. 2001; Salvatore ym. 2006). Kliinistä käyttöä silmällä 
pitäen hermokasvutekijöiden tulisi pystyä diffundoitumaan aivokudoksessa pitkiäkin 
matkoja, sillä ihmisen aivot ovat huomattavan suuret yleisesti koe-eläiminä käytettävien 
rottien aivoihin verrattuna. Hermokasvutekijöiden hyvät diffuusio-ominaisuudet 
vähentävät toistuvan annostelun tarvetta sekä pienentävät kerralla tarvittavaa annosta. 
Hermokasvutekijöiden aktiiviset kuljetusmekanismit aivojen eri alueille saattavat antaa 
vihjeitä niiden mahdollisista vaikutusmekanismeista. 
 
4.1 GDNF ja neurturiini 
 
4.1.1 Diffuusio aivokudoksessa 
 
Emäksisenä proteiinina GDNF (pI = 9,6) sitoutuu suurella affiniteetilla solunulkoisen 
matriksin heparaanisulfaattiin (Lin ym. 1994; Voutilainen 2011). Heparaanisulfaatti 
proteoglykaanit ovat kaikkien solujen pinnalla ja solunulkoisessa matriksissa yleisesti 
esiityviä rakenteita, jotka toimivat muun muassa solujen adheesiomolekyyleinä ja 
kasvutekijöiden apureseptoreina (Bishop ym. 2007). Hermokasvuteijöiden sitoutuminen 
heparaanisulfaattiin saattaa rajoittaa niiden diffuusiota aivojen parenkyymissä ja siten 
heikentää niiden tehoa hermorappeumien korjaamisessa (Hamilton ym. 2001). 
 
GDNF:n ja neurturiinin jakautumistilavuudet aivokudoksessa ovat merkittävästi 
pienemmät kuin niiden molekyylimassoista voisi päätellä (Hamilton ym. 2001). 
Esimerkiksi hyvin epäspesifisesti solunulkoiseen matriksiin sitoutuvan albumiinin 
jakautumistilavuus on huomattavasti suurempi kuin GDNF:n tai neurturiinin, vaikka sen 
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molekyylimassa on yli kaksi kertaa suurempi. GDNF:n ja neurturiinin huonojen 
diffuusio-ominaisuuksien on osoitettu johtuvan niiden sitoutumisesta solunulkoisen 
matriksin hepariinia sitoviin kohtiin, sillä hepariinin yhtäikainen infuusio GDNF:n ja 
neurturiinin kanssa lisäsi huomattavasti näiden jakautumistilavuutta striatumissa (Kuva 
14). Hepariini todennäköisesti estää hermokasvutekijöiden sitoutumisen 
heparaanisulfaatti proteoglykaaneihin mahdollistaen näin niiden leviämisen laajemmalle 
alueelle. Hepariinin annostelu yhtäaikaa GDNF:n tai neurturiinin kanssa voisikin johtaa 
parempaan biologiseen tehoon jakautumistilavuuden kasvun myötä. Hepariinin 
lisäämisessä infuusioliuokseen piilee kuitenkin vakava riski, sillä hepariini voi veren 
hyytymistä estävänä aineena aiheuttaa aivojen sisäisiä verenvuotoja. 
 
 
Kuva 14. GDNF:n ja neurturiinin immunohistokemiallinen värjäytyminen 
aivokudoksessa välittömästi intrastriataalisen infuusion jälkeen sekä yhtäaikaa 
infusoidun hepariinin vaikutus hermokasvutekijöiden jakautumistilavuuteen. 
Hermokasvutekijöiden sitoutuminen aivojen solunulkoisen matriksin hepariinia sitoviin 
kohtiin rajoittaa niiden jakautumistilavuutta. Yhtäaikaa infusoitu hepariini parantaa 
hermokasvutekijöiden diffundoitumista aivoikudoksessa merkitsevästi (mukaillen 
Hamilton ym. 2001). 
 
GDNF:n on osoitettu sitoutuvan heparaanisulfaatti proteoglykaaneihin myös 
lyhennetyllä  Δ38N-GDNF:llä tehdyssä kokeessa (Piltonen ym. 2009). Δ38N-GDNF:ssä 
ei ole lainkaan heparaanisulfaattiin sitoutuvaa osaa. Sen havaittiinkin leviävän 
huomattavasti tavallista GDNF:ää laajemmalle alueelle striatumiin annostelun jälkeen. 
Hyvät diffuusio-ominaisuudet eivät kuitenkaan lisänneet Δ38N-GDNF:n tehoa 
Parkinsonin tautia kuvaavassa rottamallissa. Näin ollen hermokasvutekijän 
sitoutuminen heparaanisulfaattiin saattaa olla välttämätöntä sen optimaalisen tehon 
saavuttamiseksi. Δ38N-GDNF:n heikompi teho saattoi johtua siitä, että hyvien 
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diffuusio-ominaisuuksien takia sen pitoisuus reseptoritasolla jäi liian pieneksi.  
 
Myös reesusapinoilla tehdyssä tutkimuksessa putameniin infusoitu GDNF levisi 
heikosti aivokudoksessa (Salvatore ym. 2006). GDNF:n havaittiin konsetroituvan 
katetrin lähelle, mikä rajoitti sen diffuusiota ympäröivään parenkyymiin entisestään. 
Voidaankin spekuloida, että GDNF:n kliinisistä kokeista saadut ristiriitaiset tulokset 
saattavat johtua GDNF:n rajoittuneesta diffuusiosta aivokudoksessa (Nutt ym. 2003; 
Lang ym. 2006; Salvatore ym. 2006). Tulokset voisivat parantua, jos hermokasvutekijän 
diffuusio-ominaisuuksia saataisiin parannettua jollain keinolla, esimerkiksi valitsemalla 
optimaalinen katetri ja infuusio-ohjelma (Sherer ym. 2006). Uudet hermokasvutekijät, 
joilla on heikompi affiniteetti solunulkoiseen matriksiin, voivat myös tarjota tehokkaan 
vaihtoehdon hermorappeumasairauksien korjaamiseen. CDNF:n ja MANF:n on havaittu 
leviävän aivokudoksessa GDNF:ää paremmin (Kuva 15) (Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). 
 
4.1.2 Aktiivinen kuljetus 
 
GDNF:n soluunottoa ja retrogradista kuljetusta nigrostriataalisessa järjestelmässä on 
tutkittu injisoimalla rotan aivoihin radioaktiivisella jodilla leimattua 125I-GDNF:ää 
(Tomac ym. 1995b; Lapchack ym. 1997; Leitner ym. 1999; Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). Vuorokauden kuluttua intrastriataalisen 125I-GDNF-
bolusinjektion jälkeen substantia nigran pars compactan dopaminergisissa 
solurungoissa havaittiin radioaktiivisuutta (Kuva 16) (Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). Leimaamattoman GDNF-ylimäärän annostelu samanaikaisesti 
esti radioaktiivisuuden ilmaantumisen substantia nigran alueelle, joten kyseessä 
todettiin olevan 125I-GDNF:n aktiivinen, dopaminergisiä aksoneita pitkin tapahtuva 
retrogradinen kuljetus striatumista substantia nigraan 125I-GDNF:n passiivisen 
diffusion sijaan. 125I-GDNF:n kanssa saman aikaisesti annosteltu ylimäärä TGF-β1:tä 
tai NGF:ää ei sen sijaan vaikuttanut 125I-GDNF:n retrogradiseen kuljetukseen (Tomac 
ym. 1995b). Tätä voidaan pitää osoituksena GDNF:n siirtymisestä aksonin sisään 
spesifisen reseptorin välityksellä, sillä muut tutkitut kasvutekijät eivät estäneet GDNF:n 
soluunottoa (Tomac ym. 1995b; Leitner ym. 1999). GDNF:n spesifinen soluunotto ja 
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retrogradinen kuljetus nigrostriataalisissa hermosoluissa viittaavat siihen, että 
striatumissa tuotetaan jatkuvasti pieniä määriä endogeenistä GDNF:ää, joka ylläpitää 
keskiaivojen dopaminergista järjestelmää kohde-elinhypoteesin periaatteiden 
mukaisesti. 
 
Immunohistokemiallisessa määrityksessä myös leimaamattoman GDNF:n havaittiin 
kulkeutuvan substantia nigran solukeskuksiin (Tomac ym. 1995b). GDNF:n 
immunoreaktiivisuuden havaittiin keskittyvän solulimassa sijaitseviin granuloihin sekä 
dentriittien proksimaalisiin osiin. Kaikkien substantia nigran GDNF-
immunoreaktiivisten solujen havaittiin olevan myös TH-immunoreaktiivisia, mutta vain 
osa (arviolta alle 50 %) TH-positiivisista soluista oli immunoreaktiivisia GDNF:lle. 
Onkin mahdollista, että vain osa nigrostriataalisista dopamiinihermosoluista kykenee 
sitomaan ja kuljettamaan GDNF:ää. Loput neuroneista saattaa kuljettaa jotain muuta 
striatumin tuottamaa dopaminergista hermokasvutekijää, jonka reseptoriin GDNF ei 
sitoudu. 
 
Radioleimatulla 125I-neurturiinilla tehdyt tutkimukset osoittavat, että myös neurturiinia 
kuljetetaan retrogradisesti substantia nigraan GDNF:n tapaan (Leitner ym. 1999). 125I-
neurturiinin kuljetus dopaminergisiä aksoneita pitkin näyttää riippuvan sen 
sitoutumisesta selektiivisesti GFRα2-apurespetoriin. 125I-GDNF:n on puolestaan 
havaittu sitoutuvan GFRα1-apurespetoriin ennen kuljetusta.  
 
4.2 MANF 
 
4.2.1 Diffuusio aivokudoksessa 
 
MANF:n diffuusio-ominaisuuksia aivokudoksessa tutkittiin injisoimalla sitä rotan 
striatumiin ja määrittämällä sen esiintyminen eri aivoalueilla 24 ja 72 tunnin kuluttua 
injektion jälkeen (Voutilainen ym. 2009). Immunohistokemiallinen värjäys osoitti, että 
24 tuntia injektion jäkeen MANF:ia oli levinnyt koko striatumin alueelle sekä 
frontaaliselle aivokuorelle. MANF:n jakautumistilavuus oli merkitsevästi suurempi kuin 
GDNF:n vastaava tilavuus (Kuva 15). Kun injektiosta oli kulunut 72 tuntia, MANF:ia 
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havaittiin olevan yhä koko striatumin alueella ja frontaalisella aivokuorella, mutta sen 
immunoreaktiivisuus ei ollut enää yhtä voimakas kuin 24 tuntia injektion jälkeen. 
MANF:n vähäisempi esiintyminen 72 tunnin kuluttua annostelusta saattaa johtua sen 
metaboloitumisesta proteolyyttisten entsyymien toimesta. MANF diffundoitui 
lajemmalle alueelle kuin CDNF ja merkitsevästi laajemmalle alueelle kuin GDNF myös 
kolme päivää kestävän yhtäjaksoisen intrastriataalisen infuusion aikana (Voutilainen 
ym. 2011). MANF:n diffuusio-ominaisuudet rotan striatumissa ovat siis hyvät muihin 
hermokasvutekijöihin verrattuna (Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). 
MANF:n hyvä leviäminen aivojen parenkyymissä saattaa johtua siitä, että se ei 
todennäköisesti sitoudu solunulkoisen matriksin heparaanisulfaattiin.  
 
 
Kuva 15. MANF:n ja GDNF:n diffuusio aivokudoksessa. Rottien toisen aivopuoliskon 
striatumiin injisoitiin yksittäinen 10 µg:n annos MANF:ia tai GDNF:ää. Kuvassa 
esitetty MANF:n (a) ja GDNF:n (b) immunohistokemiallinen värjäytyminen eri 
aivoalueilta kerätyissä koronaarileikkeissä 24 tuntia injektion jälkeen. MANF näyttää 
leviävän laajemmalle alueele kuin GDNF (Voutilainen ym. 2009). 
 
4.2.2 Aktiivinen kuljetus 
 
MANF:n kuljetusmekanismeja tutkittiin injisoimalla rotan striatumiin radioaktiivisella 
jodilla leimattua 125I-MANF:a ja määrittämällä sen esiintyminen eri aivoalueilla 24 
tuntia injektion jälkeen (Voutilainen ym. 2009). Tuloksia verrattiin radioleimatulla 125I-
GDNF:llä saatuihin vastaaviin tuloksiin. 125I-MANF:ia havaittiin kulkeutuvan 
injektiokohdan lähialueen lisäksi frontaaliselle aivokuorelle, josta mitattiin viisi kertaa 
suuremmat radioaktiivisuuspitoisuudet 125I-MANF:n kuin 125I-GDNF:n annostelun 
jälkeen (Kuva 16 A). 125I-MANF:n kulkeutuminen frontaaliselle aivokuorelle voitiin 
osittain estää annostelemalla samanaikaisesti ylimäärä leimaamatonta MANF:ia, mikä 
viittaa aktiiviseen ja saturoituvaan kuljetusmekanismiin. Oletusta MANF:n 
retrogradisesta kuljetuksesta tukee myös se, että elimistössä esiintyy endogeenistä 
MANF:ia sekä aivokuorella että striatumissa (Lindholm ym. 2008). On mahdollista, 
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että MANF:ia kuljetetaan aivokuorelle glutamatergisiä aksoneita pitkin (Voutilainen 
ym. 2009). Tämä edellyttäisi MANF:n siirtymistä glutamatergisen hermosolun sisään 
jollain keinolla. Substantia nigran alueella ei havaittu merkkejä sinne kuljetetusta 
radioaktiivisesta MANF:sta. Striatumiin annostellulla 125I-MANF:lla on siis selvästi 
erilainen kuljetusprofiili kuin 125I-GDNF:llä. 
 
 
Kuva 16. Radioaktiivisen 125I-GDNF:n, 125I-MANF:n ja 125I-CDNF:n kulkeutuminen eri 
aivoalueille toispuoleisen intrastriataalisen injektion jälkeen. Pisteiden voimakkuus 
kuvaa radioaktiivisuuden voimakkuutta eri aivoalueilla 24 tuntia injektion jälkeen. 
Aivoleikkeiden kuvat on muokattu rotan aivoatlaksesta (Paxinos ja Watson 1997). A/P 
2,7 vastaa aivokuorta (hajukäämiä); A/P 1,0 vastaa striatumia (injektiokohta, merkitty 
kuviin nuolella); A/P -0,8 vastaa dorsaalista striatumia; A/P -3,3 vastaa hippokampusta 
ja A/P -5,8 vastaa substantia nigraa. A) MANF:n ja GDNF:n kuljetusprofiilit ovat 
erilaiset. Intrastriataalisen injektion jälkeen 125I-MANF:n ja 125I-GDNF:n 
radioaktiivisuus oli voimakasta injektiokohdassa striatumissa. 125I-MANF:ia kuljetettiin 
aivokuorelle, mutta ei substantia nigraan. 125I-GDNF:ää puolestaan kuljetettiin 
retrogradisesti substantia nigraan. 125I-GDNF:n injektion jälkeen radioaktiivisuutta 
havaittiin myös aivokuoren alueella. B) CDNF:n ja GDNF:n kuljetusprofiilit ovat 
lähellä toisiaan. Intrastriataalisen injektion jälkeen 125I-CDNF:n ja 125I-GDNF:n 
radioaktiivisuus oli voimakasta injektiokohdassa striatumissa. Radioaktiivisuutta 
havaittiin myös aivokuoren alueella ja hieman substantia nigrassa. Radioaktiivisuus 
leikkeiden A/P -0,8 ja A/P -3,3 kohdassa kertoo CDNF:n ja GDNF:n retrogradisesta 
kuljetuksesta nigrostriataalisia hermoratoja pitkin (mukaillen Voutilainen ym. 2009 ja 
Voutilainen ym. 2011). 
 
MANF:n muista hermokasvutekijöistä poikkeava kuljetusprofiili voi viitata erilaiseen 
hermosoluja suojaavaan vaikutustapaan (Voutilainen ym. 2009). Koska MANF:ia 
kuljetetaan substantia nigran sijasta aivokuorelle, on mahdollista, etttä sen liikehäiriötä 
korjaava vaikutus Parkinsonin taudin rottamallissa on osittain epäsuora. MANF saattaa 
vaikuttaa muiden liikettä kontrolloivien hermoratojen kuin nigrostriataalisen radan 
toimintaan tai muuttaa epäsuorasti striatumin dopaminergistä aktiivisuutta. MANF voi 
muuttaa esimerkiksi aivokuorelta striatumiin tulevan runsaan glutamatergisen 
	   40 
hermotuksen aktiivisuutta ja saada aikaan samanlaisen hermosoluja suojaavan 
vaikutuksen kuin glutamaattireseptorien antagonistit (Turski ym. 1991; Nicoletti ym. 
1996). MANF:n on osoitettu myös lisäävän GABAA-reseptorivälitteistä inhibitorista 
postsynaptista aktiivisuutta (IPSC, inhibitory postsynaptic current) in vitro (Zhou ym. 
2006). Näin ollen GABA-välitteinen esimerkiksi glutamatergisten hermosolujen 
aktivaation vähentyminen saattaa edesauttaa MANF:n dopamiinihermosoluja suojaavaa 
vaikutusta. 
 
4.3 CDNF 
 
4.3.1 Diffuusio aivokudoksessa 
 
CDNF:n diffuusio-ominaisuuksia aivokudoksessa tutkittiin infusoimalla sitä rotan 
striatumiin yhtäjaksoisesti kahden viikon ajan (Voutilainen ym. 2011). CDNF:n 
jakautumistilavuus määritettiin kolmen ja 14 päivän infuusion jälkeen ja sitä verrattiin 
MANF:n ja GDNF:n vastaaviin jakautumistilavuuksiin. Kolmen päivän infuusion 
jälkeen CDNF:n havaittiin levinneen striatumissa laajemmalle alueelle kuin GDNF, 
muttei yhtä laajalle alueelle kuin MANF. Tilastollisesti CDNF:n jakautumistilavuus ei 
kuitenkaan eronnut GDNF:stä tai MANF:sta. Tulos CDNF:n hitaammasta diffuusiosta 
MANF:iin verratuna on hieman yllättävä, sillä CDNF (pI = 7,7) on vähemmän 
emäksinen proteiini kuin MANF (pI = 8,6) ja sitoutuu näin ollen oletettavasti 
vähemmän solunulkoisen matriksin heparaanisulfaattirakenteisiin. Kahden viikon 
infuusion jälkeen ryhmien välillä ei havaittu enää eroja. MANF:n diffuusio 
aivokudoksessa voi siis olla aluksi muita nopeampaa, mutta CDNF:n ja GDNF:n 
jakautumistilavuudet saavuttavat MANF:n jakautumistilavuuden kahden viikon 
kuluessa.  
 
4.3.2 Aktiivinen kuljetus 
 
CDNF:n kuljetusmekanismeja tutkittiin injisoimalla rotan striatumiin radioaktiivisella 
jodilla leimattua 125I-CDNF:a ja määrittämällä sen esiintyminen eri aivoalueilla 24 
tuntia injektion jälkeen (Voutilainen ym. 2011). Tuloksia verrattiin radioleimatulla 125I-
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GDNF:llä saatuihin vastaaviin tuloksiin. 125I-CDNF:ää havaittiin kulkeutuvan 
striatumin lisäksi saman aivopuoliskon substantia nigraan sekä frontaalisen aivokuoren 
hajukäämiin (Kuva 16 B). Radioaktiivisen CDNF:n kulkeutuminen substantia nigraan 
voitiin estää annosriippuvaisesti leimaamattomalla CDNF:llä. Tämä viittaa siihen, että 
CDNF:ää kuljetetaan GDNF:n tavoin retrogradisesti nigrostriataalisia aksoneita pitkin 
substantia nigraan (Tomac ym. 1995b; Lapchak ym. 1997; Leitner ym. 1999; 
Voutilainen ym. 2009). Ylimäärä leimaamatonta CDNF:ää ei sanottavasti muuttanut 
125I-CDNF:n kulkeutumista frontaalisen aivokuoren hajukäämiin, joten kyseessä ei 
todennäköisesti ole aktiivinen kuljetusmekanismi (Voutilainen ym. 2011). GDNF:n 
kanssa samanlaisten kuljetusominaisuuksien perusteella CDNF:n voidaan spekuloida 
vaikuttavan samoihin hermoratoihin kuin GDNF. Mikäli CDNF:n retrogradinen 
kulkeutuminen on aktiivista, dopaminergisessa hermopäätteessä on todennäköisesti 
spesifinen reseptori, johon CDNF sitoutuu siirtyäkseen aksonin sisään ja 
kulkeutuakseen hermosolun substantia nigrassa sijaitsevaan soomaan.  
 
 
5 POHDINTA 
 
Eri hermokasvutekijäperheiden proteiinit poikkeavat rakenteellisesti toisistaan ja 
välittävät vaikutuksensa erilaisten mekanismien kautta. Niiden vaikutukset 
hermosolujen toimintaan ovat kuitenkin saman suuntaisia. Ne säätelevät lähes kaikkia 
hermosolun elämän vaiheita kuten neuronien esiasteiden jakautumista ja 
postmitoottisten neuronien erilaistumista ja selviytymistä (Airaksinen ym. 1999). Ne 
osallistuvat myös hermovaurioiden korjaantumiseen, synapsien muodostumiseen ja 
säätelevät aksonien haaroittumista. Koska hermokasvutekijöillä on lukuisia positiivisia 
vaikutuksia hermosolujen toimintaan, niitä pidetään lupaavina mahdollisuuksina 
kehittään uusia hoitokeinoja hermorappeumasairauksien, kuten Parkinsonin taudin 
hoitoon. 
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5.1 Hermokasvutekijöiden mahdolliset annostelutavat 
 
Hermokasvutekijät ovat proteiineja, joten niiden annostelu per oraalisesti on 
mahdotonta. Haasteita sopivan annostelumuodon löytymiselle asettaa myös veri-
aivoeste, jota hermokasvutekijät eivät läpäise (Bensadoun ym. 2000; Kastin ym. 2003). 
Hermokasvutekijöillä on yleensä reseptoreita aivojen lisäksi myös muualla elimistössä, 
joten niiden systeeminen annostelu saattaa aiheuttaa epäspesifisiä haittavaikutusia 
(Choi-Lundberg ym. 1997). Lisäksi hermokasvutekijällä saattaa olla huonot diffuusio-
ominaisuudet aivojen parenkyymissä solunulkoiseen matriksiin sitoutumisen takia 
(Hamilton ym. 2001; Salvatore ym. 2006; Voutilainen ym. 2009). Näin ollen 
hermokasvutekijöiden annostelun tulee tapahtua paikallisesti suoraan kohteena olevalle 
aivoalueelle, esimerkiksi Parkinsonin tautia hoidettaessa suoraan striatumiin. Parhaan 
tehon saavuttamiseksi annostelun tulisi olla jatkuvaa ja pieniannoksista. 
 
Proteiinien aivojen sisäisiä annostelutapoja on kehitetty lukuisia. Hermokasvutekijän 
annosteluun voidaan käyttää esimerkiksi sitä yliekspressoivia, polymeerikalvolla 
suojattuja soluja, jotka viedään striatumiin tai lähelle substantia nigraa (Tseng ym. 
1997; Zurn ym. 2001). Geneettisesti muunnelluista solulinjoista saatavat solusiirteet 
toimivat ikään kuin biologisina minipumppuina vapauttaen jatkuvasti pieniä määriä 
hermokasvutekijää suoraan halutulle aivoalueelle. Kapseloidut solut voidaan ottaa 
tarvittaessa pois aivoista, mikäli hoidosta aiheutuu liikaa haittavaikutuksia. Solujen 
tuottaman hermokasvutekijän laatu voidaan myös tarkistaa ennen kuin solut viedään 
aivoihin. Ongelman saattaa kuitenkin muodostaa immuunipuolustusjärjestelmä, joka 
hylkii oman elimistön ulkopuolelta tuotuja soluja. Toinen lähestymistapa on istuttaa 
hermokasvutekijää koodaava siirtogeeni virusvektorin välityksellä elimistön omiin 
hermosoluihin, jotka alkavat tuottaa haluttua proteiinia (Choi-Lundberg ym. 1997; 
Bensadoun ym. 2000; Kordower ym. 2000; Marks ym. 2008; Marks ym. 2010). 
Haittapuolena tässä in vivo –geeniterapiassa on se, että geeniä ei saa istuttamisen 
jälkeen poistettua, vaikka sivuvaikutuksia ilmenisi.  
 
Hermokasvutekijää voidaan myös infusoida putameniin jatkuvasti pieniä määriä. 
Pumpun käyttö voi kuitenkin tuottaa potilaalle hankaluuksia, ja hoito voi aiheuttaa 
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vasta-aineiden muodostumista hermokasvutekijää vastaan, jos järjestelmään tulee 
vuotoja esimerkiksi pumpun täytön yhteydessä (Salvatore ym. 2006; Sherer ym. 2006). 
Vasta-aineiden muodostuminen saattaa johtaa myös endogeenisten 
hermokasvutekijöiden neutraloitumiseen. Lisäksi striatumiin voidaan istuttaa 
hermokasvutekijää tuottavia kantasolusiirteitä, tai hermokasvutekijöiden avulla voidaan 
pitää dopamigergisia hermosolusiirteitä hengissä (Anderssoo ja Saarma 2008). 
 
Laskimon sisäisesti annosteltu hermokasvutekijää koodaava plasmidi-DNA voidaan 
kuljettaa aivoihin haluttuihin hermosoluihin myös niin sanottujen THL-liposomien 
(Trojan horse liposomes) välityksellä (Xia ym. 2008; Zhang ja Pardridge 2009). Tämä 
ei-viraalinen geeniterapia tapahtuu siten, että esimerkiksi GDNF:ää koodaava plasmidi-
DNA suljetaan liposomin sisälle. Liposomin pinnalle kiinnitetään monoklonaalisia 
vasta-aineita, jotka sitoutuvat transferriinireseptoriin. Transferriinireseptoreita esiintyy 
sekä veri-aivoesteessä että hermosolujen solukalvolla, mikä mahdollistaa THL-
liposomin reseptorivälitteisen transsytoosin veri-aivoesteen läpi ja edelleen 
endosytoosin hermosolujen sisään. GDNF-siirtogeeni voidaan sijoittaa TH-geenin 
promoottorin säätelyn alle, mikä rajoittaa sen ilmentämisen katekoliaminergisiin 
soluihin aivoissa -ja muun muassa lisämunuaisissa- vähentäen näin epäspesifisiä 
haittavaikutuksia. Hermokasvutekijän perifeerisen ja non-invasiivisen annostelukeinon 
löytyminen on toivottavaa Parkinsonin taudin hoidon kannalta, jotta tehokkaan hoidon 
piiriin voitaisiin saada mahdollisimman paljon potilaita. Troijalaiset hevoset ovatkin 
yksi mahdollisuus hermokasvutekijöiden laajamittaisempaan kliiniseen käyttöön. 
 
5.2 GDNF, neurturiini, CDNF ja MANF lupaavia yhdisteitä Parkinsonin taudin hoitoon 
 
GDNF ja neurturiini ovat osoittautuneet tehokkaiksi dopaminergisia hermosoluja 
suojaaviksi ja niiden toimintaa elvyttäviksi hermokasvutekijöiksi sekä in vitro että in 
vivo jyrsijöillä ja kädellisillä tehdyissä kokeissa (Lin ym. 1993; Hoffer ym. 1994; 
Bowenkamp ym 1995; Kearns ja Gash 1995; Tomac ym. 1995a; Gash ym. 1996; 
Clarkson ym. 1997; Zhang ym. 1997; Horger ym. 1998; Rosenblad ym. 1999; Costa 
ym. 2001; Oiwa ym. 2002; Consales ym. 2007). GDNF ja neurturiini ovatkin hyvin 
potentiaalisia yhdisteitä etsittäessä uusia hoitokeinoja Parkinsonin tautiin.  
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GDNF:n ja neurturiinin RET-tyrosiinikinaasivälitteiset signalointimekanismit tunnetaan 
melko hyvin. Samoin niiden ja GFRα-apureseptorien kolmiulotteinen rakenne on 
tiedossa. Lisää tutkimuksia kuitenkin tarvitaan GFL:ien RET:stä riippumattomien 
signalointireittien roolista, kuten NCAM-välitteisestä signaloinnista, heparaanisulfaatti 
proteoglykaanien merkityksestä signaloinnin säätelyssä, GFL:ien mahdollisesta 
sitoutumisesta integriini alfa 5:een sekä GDNF2-GFRα12 –välitteisestä solu-solu 
adheesiosta. Lisäksi solunsisäisten signalointireittien yksityiskohdista tarvitaan vielä 
lisätietoa. GFL:t poikkeavat toiminnallisesti hieman toisistaan, mutta tarkkaa kuvaa 
niiden eroista ei tiedetä (Airaksinen ja Saarma 2002). 
 
CDNF ja MANF muodostavat uuden, evoluutiossa hyvin säilyneen 
hermokasvutekijäperheen (Petrova ym. 2003; Lindholm ym. 2007). Niiden on osoitettu 
suojaavan keskiaivojen dopamiinineuroneita toksiineilla aiheutetulta hermosolutuholta 
sekä korjaavan jo muodostuneita hermovaurioita in vivo vähintään yhtä tehokkaasti kuin 
GDNF (Lindholm ym. 2007; Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). CDNF:n ja 
MANF:n hermosoluja suojaavia ja hermovaurioita korjaavia mekanismeja ei kuitenkaan 
tunneta vielä täysin (Parkash ym. 2009). Ne poikkeavat todennäköisesti muiden 
tunnettujen hermokasvutekijöiden vaikutusmekanismeista, ja ne saattavat poiketa myös 
toisistaan. CDNF:n ja MANF:n vaikutusten syvällisempi ymmärtäminen, samoin kuin 
niiden laajamittaisemmat teho- ja toksisuustutkimukset jyrsijöillä sekä kädellisillä, ovat 
välttämättömiä ennen niiden mahdollisia kliinisiä kokeita. 
 
CDNF ja MANF poikkeavat rakenteellisesti kaikista muista tähän asti tunnetuista 
hermokasvutekijöistä (Parkash ym. 2009). Ne koostuvat kahdesta erilaisesta 
domeenista, joilla on todennäköisesti erilaiset tehtävät hermosolujen suojaamisessa. Ne 
voivat suojata hermosoluja sekä solun sisäisesti vaikuttavan proteiinin että solun 
ulkoisesti eritettävän hermokasvutekijän tavoin. CDNF ja MANF erittyvät soluista 
endoplasmakalvoston ja Golgin laitteen kautta (Petrova ym. 2003; Apostolou ym. 2008; 
Lindholm ym. 2008). Solunulkoisesti annostellut CDNF- ja MANF-liuokset suojaavat 
dopaminergisia hermosoluja Parkinsonin taudin rottamallissa sekä aivojen iskemiaa 
kuvaavassa mallissa (Lindholm ym. 2007; Airavaara ym. 2009; Voutilainen ym. 2009). 
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Nämä tulokset osoittavat, että CDNF ja MANF välittäjät ainakin on osan soluja 
suojaavasta vaikutuksestaan solunulkoisesti eritettävien hermokasvutekijöiden tapaan.  
 
Toisaalta CDNF:llä ja MANF:lla on osoitettu olevan myös solunsisäisesti hermosoluja 
suojaava vaikutus. Ne osallistuvat solujen suojaamiseen UPR:n (unfolded protein 
response, laskostumattomista proteiineista aiheutava vaste) aiheuttaman ER-stressin 
aikana (Mizobuchi ym. 2007; Apostolou ym. 2008). UPR tarkoittaa solun 
stressivastetta, joka aiheutuu väärin laskostuneiden tai laskostumattomien proteiinien 
kertymisestä solilimakalvoston luumeniin (Bernales ym. 2006). Solulimakalvosto 
tunnistaa väärin laskostuneet proteiinit ja käynnistää UPR-signalointiketjun. UPR-
vasteella on kaksi pääasiallista tavoitetta: Ensisijaisesti solun normaali toiminta pyritään 
palauttamaan lisäämällä solulimakalvoston määrää ja proteiinien laskostumista 
avustavien kaitsijaproteiinien tuotantoa sekä vähentämällä proteiinin translaatiota. Jos 
väärin laskostuneiden proteiinien kertyminen solulimakalvostoon jatkuu tästä 
huolimatta, käynnistyvät apoptoosiin johtavat prosessit. ER-stressi on yleisnimitys 
tilanteille, joissa endoplasmakalvoston kyky laskostaa proteiineja on saturoitunut. 
CDNF:n ja MANF:n tehtävänä saattaa olla poistaa väärin laskostuneita proteiineja 
solulimakalvostosta hajottamalla niitä tai edistämällä niiden laskostumista ER-stressin 
aikana (Apostolou ym. 2008). 
 
Osoituksena MANF:n solunsisäisestä vaikutusmekanismista voidaan pitää myös sitä, 
että solunsisäisesti ekspressoitu C-MANF ja suoraan solulimaan mikroinjisoitu 
rekombinantti MANF pystyvät estämään tehokkaasti hermosolujen apoptoosia 
(Hellman ym. 2011). C-MANF:ssa ei ole lainkaan eritykseen tarvittavaa signaaliosaa, 
joten se pysyy solussa ja välittää vaikutuksensa näin ollen solun sisäisten mekanismien 
kautta; todennäköisesti estämällä Bax-välitteistä apoptoosia. 
 
5.3 Hermokasvutekijöiden selektiivisyys 
 
CDNF ja MANF näyttävät kohdistavan neurotrofiset vaikutuksensa muita 
hermokasvutekijöitä selektiivisemmin juuri dopaminergisiin hermosoluihin (Petrova 
ym. 2003; Lindholm ym. 2007; Anderssoo ja Saarma 2008). Toisaalta MANF:n 
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aktiivinen kuljetus frontaaliselle aivokuorelle substantia nigran sijaan viittaa siihen, että 
MANF:lla voi olla myös epäsuoria vaikutuksia dopamiinijärjestelmään esimerkiksi 
glutamatergisten tai GABAergisten hermosuolujen kautta (Voutilainen ym. 2009). 
CDNF:llä ja MANF:lla ei ole kuitenkaan osoitettu olevan perifeeristen sympaattisten ja 
sensoristen hermosolujen selviytymistä edistävää vaikutusta in vitro muiden 
hermokasvutekijöiden tapaan (Anderssoo ja Saarma 2008). Esimerkiksi GDNF:n on 
osoitettu edistävän keskushermoston noradrenergisten, serotonergisten ja 
motoneuroneiden sekä perifeerisen hermoston sympaattisten, parasympaattisten, 
sensoristen ja suoliston hermosolujen selviytymistä. Selektiivisemmin aivojen 
dopaminergisiin hermosoluihin kohdistuvien vaikutusten ansiosta CDNF:llä ja 
MANF:lla voisi olla muita hermokasvutekijöitä vähemmän haittavaikutuksia kliinisessä 
käytössä (Anderssoo ja Saarma 2008). Pitkäaikaisesti suoraan striatumiin kohdistuneet 
CDNF- tai MANF-infuusiot eivät myöskään aiheuttaneet merkkejä toksisista vaikutuksista 
Parkinsonin tautia kuvaavassa rottamallissa (Voutilainen ym. 2011). 
  
5.4 Kulkeutumisominaisuudet tärkeitä terapeuttisen tehon kannalta 
 
Hermokasvutekijöiden hyvä diffuusiokyky aivojen parenkyymissä on niiden 
terapeuttisen tehon kannalta tärkeä, muttei kuitenkaan ratkaiseva ominaisuus (Piltonen 
ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). Ihmisen aivoihin annosteltuna niiden tulee kyetä 
diffundoitumaan pitkiäkin matkoja levitäkseen esimerkiksi koko putamenin alueelle. 
Hermokasvutekijöillä on erilaiset diffuusio-ominaisuudet, jotka saattavat johtua niiden 
erilaisesta affiniteetista solunulkoisen matriksin komponentteihin kuten 
heparaanisulfaattiin. Myös hermokasvutekijöitä hajottavat proteolyyttiset prosessit 
voivat olla erilaisia eri hermokasvutekijöillä. CDNF:n ja MANF:n leviäminen 
aivokudoksessa on havaittu olevan parempaa kuin GDNF:n (Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). Näin ollen ne ovat tämän ominaisuutensa puolesta 
potentiaalisempia vaihtoehtoja kliiniseen käyttöön. Kolikon kääntöpuolena on 
hermokasvutekijän liian hyvät diffuusio-ominaisuudet: se saattaa levitä myös ei-
toivotuille aivoalueille, jossa se voi aiheuttaa epäspesifisiä haittavaikutuksia. 
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Substantia nigraan kohdistuva hermokasvutekijän annostelu voisi periaatteessa olla 
tehokas tapa hoitaa Parkinsonin tautia sairastavia potilaita, mutta annostelun 
kohdistaminen oikeaan kohtaan voisi olla käytännössä vaikeampaa kuin kooltaan 
huomattavasti isompaan putameniin. Striatumiin annostellun GDNF:n ja CDNF:n on 
rottakokeissa osoitettu kulkeutuvan retrogradisesti dopaminergisia aksoneita pitkin 
substantia nigraan (Tomac ym. 1995b; Voutilainen ym. 2011). Näin ollen putamenin 
toimiessa annostelupaikkana hermokasvutekijän neurotrofiset vaikutukset voisivat 
kohdistua useampaan kohtaan nigrostriataalista rataa: hermokasvutekijä voisi suojata 
dopaminergisia hermopäätteitä putamenissa sekä solukeskuksia substantia nigrassa. 
 
5.5 Ristiriitaisia tuloksia kliinisistä kokeista 
 
Prekliinisissä kokeissa saatujen lupaavien tulosten johdosta GDNF:ää on tutkittu myös 
kliinisesti Parkinsonin tautia sairastavilla potilailla. Aivokammionsisäisesti infusoidulla 
GDNF:llä ei kuitenkaan havaittu olevan terapeuttista hyötyä satunnaistetussa 
kaksoissokkotutkimuksessa (Nutt ym. 2003). Sen sijaan se aiheutti vakavia 
haittavaikutuksia, muun muassa painon menetystä. GDNF:n heikon tehon tässä 
tutkimuksessa saattaa selittää se, että aivokammioon annosteltua GDNF:ää ei 
välttämättä kulkeutunut tarpeeksi kohdealueille caudate-putameniin ja substantia 
nigraan. Havaittujen haittavaikutusten taustalla saattoi puolestaan olla GDNF:n 
mahdollinen leviäminen aivokammiojärjestelmän kautta ei-toivottuille aivoalueille ja 
GDNF:n mahdolliset vaikutukset muihin kuin dopaminergisiin hermosoluihin. 
Kahdessa avoimessa faasi I:n tutkimuksessa putamenin sisäinen GDNF-infuusio johti 
Parkisonin oireiden selvään lievittymiseen ilman merkittäviä haittavaikutuksia (Gill ym. 
2003; Slevin ym. 2005). Lupaavien tulosten johdosta suoritettiin laajempi faasi II:n 
satunnaistettu ja kaksoissokkoutettu tutkimus, jossa GDNF:ää infusoitiin putamenin 
sisäisesti 34:lle keskivaikeaa tai vaikeaa Parkinsonin tautia sairastavalle potilaalle (Lang 
ym. 2006). Tässä tutkimuksessa GDNF ei kuitenkaan eronnut teholtaan plasebosta. 
 
Putameniin AAV2-adenovirusvektorin (adeno-associated type-2 vector) välityksellä 
viety neurturiinigeeni todettiin turvalliseksi ja hyvin siedetyksi avoimessa faasi I:n 
kliinisessä kokeessa (Marks ym. 2008). Lisäksi geenin tuottama neurturiini näytti 
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parantavan vaikeaa Parkinsonin tautia sairastavien potilaiden motorisia oireita. 
Laajemmassa faasi II:n kaksoissokkoutetussa ja satunnaistetussa kokeessa AAV2-
neurturiinigeeni ei kuitenkaan lievittänyt Parkinson potilaiden motorisia oireita plaseboa 
tehokkaammin (Marks ym. 2010). Lisäksi noin kolmasosa AAV2-neurturiinilla 
hoidetuista potilaista sai vakavia haittavaikutuksia.  
 
Kliinisistä kokeista saadut ristiriitaiset tulokset ja osassa kokeista ilmenneet vakavat 
haittavaikutukset ovat johtaneet kokeiden keskeyttämiseen (Salvatore ym. 2006; Sherer 
ym. 2006). GDNF:n kliinisistä kokeista saatujen tulosten erot saattavat johtua 
tutkimuksissa käytetyistä erilaisista katetreista, infuusiotekniikoista ja annoksista. 
Ristiriitaisten tulosten takia on tärkeää etsiä uusia potentiaalisia hermokasvutekijöitä, jotka 
voisivat hidastaa tai jopa korjata Parkinsonin taudille tyypillistä etenevää 
nigrostriataalista hermosoluvauriota ilman merkittäviä haittavaikutuksia. Myös GDNF:n 
ja AAV2-neurturiinin tutkimista jatketaan edelleen, sillä eläinkokeista saadut tulokset 
sekä osa kliinisten kokeiden tuloksista ovat erittäin lupaavia.  
 
5.6 Uusien lääkevaikutuskohteiden löytäminen 
 
Hermokasvutekijöiden suuren mittakaavan tuotanto on suhteellisen vaikeaa ja kallista 
(Sariola ja Saarma 2003). Lisäksi ne ovat usein labiileja molekyylejä. Siksi olisi 
hyödyllistä löytää uusia pienen molekyylipainon omaavia yhdisteitä, joita voisi käyttää 
hermokasvutekijöiden reseptoreihin sitoutuvina agonisteina tai solun sisäisiin 
signalointireitteihin vaikuttavina hermokasvutekijämimeetteinä. Mahdollisia uusia 
lääkevaikutuksen kohteita voisi löytyä myös niistä solunsisäisistä 
signalointikaskadeista, jotka käynnistyvät, kun dopamiinihermosolut kärsivät 
hermokasvutekijän puutteesta. Näihin signalointireitteihin voisi olla mahdollista 
kehittää spesifisiä pienimolekyylisiä inhibiittoreita. Tämä lähestymistapa on kuitenkin 
riskialttiimpi, sillä apoptoottisiin reitteihin vaikuttamalla saatetaan järkyttää muidenkin 
solujen elinsyklin homeostaasia. 
 
Pienen molekyylipainon omaavat yhdisteet voisivat soveltua per oraaliseen 
annosteluun, mikä olisi suureksi eduksi hoitomyöntyvyyttä ajatellen. Lisäksi ne 
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soveltuisivat proteiineja paremmin suuren mittakaavan teolliseen lääkevalmistukseen. 
Tunnettuja potentiaalisia hermokasvutekijöitä ja niiden reseptoreita voisi käyttää in 
silico yhdisteseulonnoissa ja sitoutumistutkimuksissa johtomolekyyleinä ja myöhemmin 
vertailuyhdisteinä prekliinisissä lääketutkimuksissa. 
 
Uusien hermokasvutekijäagonistien tai –mimeettien tutkiminen edellyttää 
hermokasvutekijän ja sen reseptorin kolmiulotteisen rakenteen tuntemista sekä 
signalointireittien syvällistä ymmärtämistä. Esimerkiksi CDNF:n ja MANF:n spesifisten 
reseptoreiden löytyminen helpottaisi niiden vaikutusmekanismien ymmärtämistä ja olisi 
hyödyksi lääkinnälliseen käyttöön tähtäävän jatkotutkimuksen kannalta. Seuraavana 
askeleena voisi olla vaikka CDNF:n liuosrakenteen selvittäminen NMR-spektroskopian 
avulla. Lääketutkimuksen kannalta kiinnostava kohde on myös C-MANF ja sen 
rakenteesta löytynyt VPMLK-pentapeptidi, joka pystyy pitämään Bax:n inaktiivisena 
Ku70:n tavoin. Tästä pentapeptidistä voisi olla mahdollista kehittää apoptoosilta 
suojaava lääke terapeuttiseen käyttöön. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KOKEELLINEN OSA: 
UUSIEN HERMOKASVUTEKIJÖIDEN CDNF:N ja MANF:N 
VAIKUTUKSET ROTAN AIVOJEN NEUROTRANSMISSIOON 
MIKRODIALYYSIMENETELMÄLLÄ TUTKITTUNA 
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1 JOHDANTO KOKEELLISEEN OSAAN 
 
Pro gradu –tutkielman kokeellisen osan tarkoituksena oli selvittää uusien 
hermokasvutekijöiden CDNF:n ja MANF:n vaikutuksia naiivien eli aikaisemmin 
käsittelemättömien rottien dopamiinineurotransmissioon aivojen striatumin alueella. 
Saatuja tuloksia verrattiin GDNF:n vastaaviin vaikutuksiin. 
 
Hermokasvutekijät ovat ryhmä elimistön endogeenisiä, solujen erittämiä proteiineja, jotka 
osallistuvat yksilön kehityksen aikana hermosolujen selviytymisen säätelyyn estämällä 
ohjelmoitua solukuolemaa (Lindholm ja Saarma 2010). Lisäksi hermokasvutekijöillä on 
tärkeä rooli aikuisen yksilön hermoratojen ylläpidossa. Hermokasvutekijät säätelevät 
postmitoottisten hermosolujen kypsymistä, erilaistumista ja migraatiota sekä edistävät 
vaurioituneiden hermosolujen uudistumista (Huang ja Reichardt 2001). Koska 
hermokasvutekijöillä on monia hyödyllisiä vaikutuksia hermosoluihin, niitä pidetään 
lupaavina hoitokeinoina moniin hermorappeumasairauksiin kuten Parkinsonin tautiin, 
Alzheimerin tautiin ja amyotrofiseen lateraaliskleroosiin (ALS) sekä hermosolutraumohin 
kuten selkäydinvaurioon. Hermokasvutekijät voisivat pysäyttää esimerkiksi Parkinsonin 
taudille ominaisen etenevän hermovaurion ja korjata jo muodostunutta hermosolutuhoa. 
 
GDNF:n on osoitettu in vitro –kokeissa edistävän rotan keskiaivojen 
dopamiinihermosolujen selviytymistä (Lin ym. 1993). GDNF:n on todettu myös suojaavan 
nigrostriataalisia dopamiinihermosoluja toksiineilla aiheutetulta solutuholta ja korjaavan 
solutuhosta aiheutuvia motorisia häiriöitä monissa Parkinsonin taudin jyrsijämalleissa sekä 
kädellisillä tehdyissä eläinkokeissa (Hoffer ym. 1994; Gash ym. 1996). Lupaavien tulosten 
johdosta GDNF:n vaikutuksia on tutkittu myös kliinisissä kokeissa Parkinsonin tautia 
sairastavilla potilailla (Gill ym. 2003; Nutt ym. 2003; Slevin ym. 2005; Lang ym. 2006). 
Kliinisistä kokeista saadut tulokset ovat kuitenkin ristiriitaisia, ja osa tutkimuksista 
jouduttiin keskeyttämään haittavaikutusten takia. Tämän takia on tärkeää etsiä uusia 
potentiaalisia hermokasvutekijöitä, jotka voisivat tehokkaasti hidastaa tai estää 
dopamiinihermosolujen tuhoutumista ilman merkittäviä haittavaikutuksia. 
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CDNF ja MANF kuuluvat samaan evoluutiossa hyvin säilyneeseen CDNF/MANF –
proteiiniperheeseen (Petrova ym. 2003; Lindholm ym. 2007). MANF:lla on rotan 
keskiaivojen dopaminergisia hermosoluja suojaava vaikutus in vitro (Petrova ym. 2003). 
Sekä CDNF:n että MANF:n on osoitettu suojaavan dopamiinihermosoluja myös in vivo 
Parkinsonin tautia kuvaavassa jyrsijämallissa (Lindholm ym. 2007; Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). Lisäksi CDNF:llä ja MANF:lla on havaittu olevan 
dopamiinihermosolujen vaurioita korjaavia vaikutuksia, mikä on keskeistä etsittäessä 
hoitokeinoa esimerkiksi Parkinsonin tautiin, jossa huomattava hermosoluvaurio on 
olemassa jo hoitoa aloitettaessa. CDNF ja MANF pystyvät siis mahdollisesti estämään 
dopamiinihermosolujen etenevän tuhoutumisen ja säilyttämään, tai jopa lisäämään, jäljelle 
jääneiden neuronien toiminnallisuutta. Ne ovatkin lupaavia hermokasvutekijöitä, joista voi 
olla mahdollista kehittää uudentyyppinen hoitomuoto esimerkiksi Parkinsonin tautiin. 
 
Tutkimuksessa käytettiin mikrodialyysimenetelmää, jolla voidaan seurata solunulkoisen 
nesteen välittäjäainepitoisuuksia tarkasti ja lähes reaaliaikaisesti elävästä kudoksesta 
ilman, että tutkittavalle aivoalueelle aiheutetaan suurta kudostuhoa (Benveniste ja 
Hansen 1991). Aivojen solunulkoisesta nesteestä kerätyt mikrodialyysinäytteet 
heijastavat synapsitasolla tapahtuvan kemiallisen hermovälityksen tapahtumia 
paremmin kuin tavalliset veri- tai kudosnäytteet (Ungerstedt 1991). Niissä tutkittavan 
yhdisteen pitoisuus on voinut muuttua, se voi olla peräisin toisesta kudoksesta tai se on 
voinut metaboloitua toiseksi yhdisteeksi. Mikrodialyysi perustuu passiivisen diffuusion 
periaatteeseen. Koettimen puoliläpäisevä membraani läpäisee vettä ja pieniä 
molekyylejä, jolloin solunulkoiseen nesteeseen liuenneet yhdisteet pääsevät liikkumaan 
membraanin erottamien nestetilojen välillä elektrokemiallisen gradientin ajamina (Kuva 
17 A). Tutkittavat yhdisteet diffundoituvat koettimen sisään, josta ne kerätään talteen 
analysointia varten huuhtomalla dialyysimembraania sisäpuolelta fysiologisella 
liuoksella. Yhdisteet pääsevät diffundoitumaan membraanin läpi molempiin suuntiin. 
Näin ollen koetinta voidaan käyttää myös suoraan aivoihin tapahtuvaan 
lääkeannosteluun lisäämällä haluttua yhdistettä perfuusioliuokseen, josta se pääsee 
diffundoitumaan kohdekudokseen (Kuva 17 B). Mikrodialyyttisiä mittauksia voidaan 
tehdä sekä nukutetuilta että tajuissaan olevilta ja vapaasti liikkuvilta eläimiltä, jolloin 
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nukutusaine ei häiritse normaalia aivotoimintaa ja koeolosuhteet vastaavat paremmin 
todellisia elinolosuhteita.  
 
CDNF:n ja MANF:n dopamiinihermosoluihin ja välittäjäaineisiin kohdistuvat vaikutukset 
ja niiden vaikutusmekanismit ovat vielä suurelta osin tuntemattomia. Tässä tutkimuksessa 
pyrittiin selvittämään, miten striatumiin kerta-annoksena annettu CDNF-, MANF- tai 
GDNF-injektio vaikuttaa naiivien rottien nigrostriataalisista hermopäätteistä vapautuvan 
dopamiinin, dopamiinin metaboliittien DOPAC:n ja HVA:n sekä serotoniinin metaboliitin 
5-HIAA:n määrään solunulkoisessa nesteessä, kun hermopäätteitä stimuloidaan suoraan 
striatumiin annosteltavalla hypertonisella kaliumliuoksella ja amfetamiiniliuoksella. 
Hermokasvutekijöiden vaikutuksia verrattiin toisiinsa sekä vehikkeliryhmään. Tuloksista 
pyrittiin saamaan viitteitä hermokasvutekijöiden aiheuttamista muutoksista 
nigrostriataalisten hermosolujen dopamiinisynteesissä, dopamiinin varastoitumisessa ja 
vapautumisessa sekä sen metaboliareiteissä. Kokeen loppupuolella suoritettiin 
pienimuotoinen pilottikoe, jonka avulla pyrittiin selvittämään hermokasvutekijöiden 
mahdollisia vaikutuksia dopamiinin synteesin kannalta keskeisen 
tyrosiinihydroksylaasientsyymin aktiivisuuteen in vivo. 
 
 
2 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
2.1 Koeasetelma 
 
Tutkimuksessa koe-eläiminä käytetyt rotat jaettiin neljään käsittelyryhmään: CDNF- ja 
MANF-ryhmä, positiivisena kontrollina toimiva GDNF-ryhmä sekä negatiivisena 
kontrollina toimiva PBS-ryhmä (phosphate buffered saline; 0,9 % NaCl 
fosfaattipuskurissa). Kuhunkin käsittelyryhmään kuului 12 naiivia eli aikaisemmin 
käsittelemätöntä rottaa. Hermokasvutekijät ja PBS injisoitiin rottien vasempaan 
striatumiin stereotaktisessa leikkauksessa. CDNF:n, MANF:n ja GDNF:n annokseksi 
valittiin 10 µg, joka on aikaisemmissa tutkimuksissa osoittautunut tehokkaimmaksi 
dopaminergisiä hermosoluja suojaavaksi annokseksi (Lindholm ym. 2007; Voutilainen 
ym. 2009). Samassa leikkauksessa injektion jälkeen striatumiin asetettiin 
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mikrodialyysikoettimen ohjauskanyyli. Leikkauksen jälkeen rottien annettiin toipua 
yhden viikon ajan ennen ensimmäistä mikrodialyysikoetta. Toinen mikrodialyysikoe 
suoritettiin kolmen viikon kuluttua leikkauksesta ja sillä pyrittiin selvittämään 
hermokasvutekijöiden pidempikestoisia vaikutuksia. Mikrodialyysikokeet suoritettiin 
tajuissaan oleville ja vapaasti liikuville rotille. Toisen mikrodialyysikokeen jälkeen rotat 
dekapitoitiin ja niiden aivot jäädytettiin. Jäädytetyistä aivoista leikattiin 
koronaarileikkeitä injektion ja koettimen oikean sijaintipaikan varmistamiseksi. Kaavio 
tutkimuksen kulusta on esitetty kuvassa 18. 
 
Mikrodialyysikokeissa rottien striatumista kerättiin näytteitä 15 minuutin välein 
yhteensä 270 minuutin ajan. Kokeiden aikana rottien striatumiin annettiin koettimen 
välityksellä ensin kaliumstimulaatiokäsittely vaihtamalla koettimen läpi kiertävä 
Ringer-liuos 100 mM kaliumliuokseen 15 minuutin ajaksi. Kaliumliuosta diffundoitui 
koettimen membraanin läpi, mikä sai aikaan hermopäätteiden depolarisoitumisen ja 
dopamiinin vapautumisen (Kuva 17 B). Myöhemmin rottien striatumia stimuloitiin 
vastaavalla tavalla 100 μM amfetamiiniliuoksella 15 minuutin ajan. Koettimesta 
striatumiin diffundoitunut amfetamiiniliuos aiheutti dopamiinin varastorakkuloiden 
tyhjentymisen ja dopamiinitransportterin toimintasuunnan vaihtumisen, minkä johdosta 
dopamiinia vapautui jälleen hermopäätteistä (Jones ym. 1998). Dialysaattinäytteistä 
mitattiin dopamiinin ja sen metaboliittien DOPAC:n ja HVA:n sekä kontrollina 
toimivan 5-HIAA:n pitoisuudet (Kuva 17 A). 
 
5-HIAA on MAO-A:n (monoamiinioksidaasi-A) ja aldehydidehydrogenaasin 
välityksellä muodostuva serotoniinin metaboliitti (Koulu ja Tuomisto 2001 s.281). Sen 
pitoisuuksia seurattiin, koska striatumiin tulee myös serotonergisia hermoratoja 
keskiaivojen raphe-tumakkeista (nucleus raphe medianus ja nucleus raphe dorsalis). 
Mikäli käsittelyt aiheuttaisivat suuria muutoksia striatumin 5-HIAA-pitoisuuksiin, olisi 
syytä epäillä, että käsittelyillä on vaikutusta myös serotonergisten hermosolujen 
toimintaan. 
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Kuva 17. Mikrodialyysin periaate ja käytettyjen koettimien malli. A) Mikrodialyysi 
perustuu passiivisen diffuusion periaatteeseen. Koettimen puoliläpäisevä membraani 
läpäisee vettä ja pieniä molekyylejä. Näin solunulkoisessa nesteessä olevat dopamiini, 
DOPAC, HVA ja 5-HIAA pääsevät diffundoitumaan konsentraatiogradientin ajamina 
koettimen sisään, josta ne kerätään talteen analysointia varten huuhtomalla membraania 
sisäpuolelta Ringer-liuoksella. B) Koetinta voidaan käyttää myös suoraan aivoihin 
tapahtuvaan lääkeannosteluun, sillä yhdisteet pääsevät diffundoitumaan membraanin 
läpi molempiin suuntiin. Kun perfuusioliuokseen lisätään haluttua yhdistettä, sitä 
diffundoituu membraanin läpi kohdekudokseen. Kokeiden aikana rottille annettiin 
kaliumstimulaatiokäsittely koettimen välityksellä vaihtamalla koettimen läpi kiertävä 
Ringer-liuos 100 mM kaliumliuokseen, jolloin K+-ioneja diffundoitui membraanin läpi 
suoraan striatumiin. Myöhemmin rottien striatumia stimuloitiin vastaavasti vaihtamalla 
Ringer-liuos 100 μM amfetamiiniliuokseen. Käytetyt mikrodialyysikoettimet olivat 
malliltaan konsentrisiä. Niissä koettimeen tuleva perfuusioneste virtasi ulos 
membraanin keskelle sijoitetusta sisääntuloputkesta ja jatkoi virtaustaan ylöspäin 
sisääntuloputken ja membraanin välisessä tilassa huuhdellen membraania sisäpuolelta. 
 
Kunkin käsittelyryhmän kolmelle viimeiselle rotalle tehtiin in vivo TH-
aktiivisuusmäärityskoe 2-3 päivää toisen mikrodialyysin jälkeen (Kuva 18). Sen avulla 
pyrittiin selvittämään hermokasvutekijöiden vaikutuksia nigrostriataalisten 
dopamiinihermosolujen TH-entsyymin toimintaan. TH muuttaa tyrosiinin L-DOPA:ksi 
(levodopa, 3,4-dihydroksifenyylialaniini), mikä on dopamiinin synteesinopeutta 
rajoittava vaihe (Levitt ym. 1965). TH-aktiivisuuden määrittämiseksi rotille annettiin 
NSD1015-käsittely (3-hydroksibentsyylihydratsiini dihydrokloridi). NSD1015 on 
veriaivoesteen läpäisevä aromaattisten L-aminohappojen dekarboksylaasin estäjä 
(Carlsson ym. 1972). Dopadekarboksylaasin toiminnan estyessä L-DOPA:sta ei pääse 
muodostumaan edelleen dopamiinia, jolloin L-DOPA:a kertyy striatumiin TH:n 
jatkaessa sen tuotantoa. Striatumeista valmistetuista kudosnäytteistä määritettiin L-
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DOPA:n, dopamiinin, DOPAC:n, HVA:n, serotoniinin ja 5-HIAA:n määrät käsitellyllä 
ja käsittelemättömällä aivopuoliskolla. Striatumeihin kerytyneen L-DOPA:n määrä 
antaa viitteitä TH-entsyymin aktiivisuudesta ja hermokasvutekijöiden mahdollisista 
vaikutuksista tähän aktiivisuuteen. 
 
 
Kuva 18. Kaavio tutkimuksen kulusta. Jokaisessa mikrodialyysikokeessa oli kerralla 
mukana 3-4 rottaa eri käsittelyryhmistä. In vivo TH-aktiivisuusmäärityspilotti tehtiin 
kunkin käsittelyryhmän kolmelle viimeiselle rotalle. Muut rotat dekapitoitiin toisen 
mikrodialyysin jälkeen ja niiden jäädytetyistä aivoista varmistettiin koettimen oikea 
sijainti. 
 
2.2 Koe-eläimet 
 
Koe-eläiminä tutkimuksessa käytettiin 48:aa Wistar urosrottaa (Harlan, Hollanti). 
Rottien painot olivat leikkauksen aikana välillä 247 - 391 grammaa, ensimmäisen 
mikrodialyysin aikana välillä 254 – 373 grammaa ja toisen mikrodialyysin aikana 
välillä 286 – 395 grammaa. Ennen leikkausta rotat oli sijoitettu neljän rotan laatikoihin. 
Leikkauksen jälkeen rotat siirrettiin toipumaan muovista valmistettuihin 
yksittäishäkkeihin, joissa ne viettivät kokeen loppuajan. Rotilla oli rehumassapuristetta 
(Harlan, Hollanti) ja hanavettä saatavilla koko kokeen ajan ad libitum. Eläinhuoneiden 
lämpötila oli noin 22 °C. Rotat noudattivat 12 tunnin pimeä-valorytmiä siten, että 
valoinen aika oli klo 06.20 – 18.20 ja pimeä aika klo 18.20 – 06.20. Leikkaukset ja 
mikrodialyysit suoritettiin valaistuissa olosuhteissa klo 08.00 – 18.00 välisenä aikana. 
Tutkimuksella oli Etelä-Suomen lääninhallituksen eläinkoelautakunnan lupa (ESLH-
2009-05234/Ym-23). 
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2.3 Tutkittavat yhdisteet ja käytetyt reagenssit 
 
Tutkittavina yhdisteinä käytettiin Sf9 -hyönteissolulinjassa tuotettua CDNF:ää (Biovian 
Oy, Suomi), CHO (chinese hamster ovaries) –solulinjassa tuotettua rekombinanttia 
humanisoitua rhMANF:ia (Icosagen AS, Viro), Escherichia coli –bakteereissa tuotettua 
rekombinanttia humanisoitua rhGDNF:ää (ProSpec, Tany TechnoGene Ltd., Israel) 
sekä PBS-liuosta (Biotekniikan instituutti, Elatus, Helsingin yliopisto, Suomi). 
Käytettyjen hermokasvutekijäliuosten pitoisuus oli 2,0 µg/µl. 
 
Stereotaktisessa leikkauksessa nukutusaineena käytettiin isofluraania (Baxter Oy, 
Suomi). Leikkausalue desinfioitiin klooriheksidiinidiglukonaattiluoksella (Klorhexol 5 
mg/ml, Oy Leiras Finland Ab, Suomi). Puudutukseen ja verenvuodon 
tyrehdytettämiseen käytettiin lidokaiini-adrenaliiniliuosta (Lidocain 10 mg/ml c. 
adrenalin injektioliuos, Orion Oyj, Suomi) ja postoperatiivisen kivun estämiseen 1,0 
mg/ml tramadoliliuosta (Tramal 50 mg/ml, Orion Oyj, Suomi, laimennettu 0,9 %:lla 
NaCl-liuoksella). Ohjauskanyyli kiinnitettiin hammaskitin (Aqualox, VOCO Cuxhaven 
GmbH, Saksa) avulla. 
 
Mikrodialyysissä käytetty Ringer-liuos (147 mM NaCl; 1,2 mM CaCl2•2H2O; 2,7 mM 
KCl; 1,0 mM MgCl2•6H2O; 0,04 mM askorbiinihappoa) valmistettiin kymenkertaiseksi 
kantaliuokseksi, joka jaettiin 10-11 ml:n eriin ja säilytettiin -17 °C:ssa. Jokaista koetta 
varten sulatettiin erä Ringer-kantaliuosta, joka laimennettiin UHQ-vedellä (MilliporeTM 
ultra high quality water). Myös kokeessa käytetty 100 mM kaliumliuos (27,5 mM NaCl; 
1,2 mM CaCl2•2H2O; 100 mM KCl; 1,0 mM MgCl2•6H2O; 0,04 mM 
askorbiinihappoa) valmistettiin kymenkertaisena kantaliuoksena, joka jaettiin 2 ml:n 
eriin ja säilytettiin -17 °C:ssa. Jokaista koetta varten sulatettiin erä kaliumkantaliuosta, 
joka laimennettiin UHQ-vedellä. Ringer-liuokseen valmistettu 100 µM 
amfetamiiniliuos (Helsingin yliopisto, Farmaseuttisen kemian osasto, Suomi) jaettiin 
1,5 ml:n eriin ja säilytettiin -17 °C:ssa. Jokaista koetta varten sulatettiin yksi 
amfetamiiniliuoserä. Tarkemmat tiedot tutkimuksessa käytetyistä reagensseista on 
esitetty taulukossa 1. 
	   57 
Taulukko 1. Tutkimuksessa käytetyt yhdisteet ja reagenssit. 
Yhdiste Laatu Valmistaja Valmistus-
maa 
Muita tietoja 
CDNF Sf9 –hyönteis-
solulinjassa tuotettu  
Biovian Oy Suomi - 
rhMANF CHO-solulinjassa 
tuotettu 
Icosagen AS Viro Humanisoitu 
rhGDNF E. coli -bakteereissa 
tuotettu 
ProSpec, Tany 
TechnoGene Ltd. 
Israel Rekombinantti 
humanisoitu 
PBS Tutkimuskäyttöön Biotek. instituutti, 
Elatus, HY 
Suomi 0,9 % NaCl 
fosfaattipuskurissa 
Isofluraani Lääkinnälliseen 
käyttöön 
Baxter Oy Suomi - 
Klooriheksidiinidiglukon
aattiluos 5 mg/ml 
Lääkinnälliseen 
käyttöön 
Oy Leiras Finland 
Ab 
Suomi - 
Lidocain 10 mg/ml c. 
adrenalin injektioliuos 
Lääkinnälliseen 
käyttöön 
Orion Oyj Suomi - 
 
Tramal 50 mg/ml 
injektioliuos 
Lääkinnälliseen 
käyttöön 
Orion Oyj Suomi Laimennettiin 
0,9 %:lla NaCl-
liuoksella 
Aqualox-hammaskitti Lääkinnälliseen 
käyttöön 
VOCO Cuxhaven 
GmbH 
Saksa Lietettiin 
steriloituun veteen 
NaCl Ph. Eur. Merck KGaA Saksa Natriumkloridi 
CaCl2•2H2O Ph. Eur. Merck KGaA Saksa Kidevedellinen 
kalsiumkloridi 
KCl Analyysilaatu Merck KGaA Saksa Kaliumkloridi 
MgCl2•6H2O Ph. Eur. Merck KGaA Saksa Kidevedellinen 
magnesiumkloridi 
Askorbiinihappo Tutkimuskäyttöön Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH 
Saksa - 
Amfetamiiniliuos  
100 µM  
Tutkimuskäyttöön HY, 
Farmaseuttisen 
kemian osasto 
Suomi D-amfetamiini-
sulfaattia liuotettu 
Ringer-liuokseen 
Tissue-Tek® Tutkimuskäyttöön Sakura Finetek 
Europe 
Hollanti - 
Gelatiini Ph. Eur. VWR International 
BDH Prolabo 
Belgia - 
KCr(SO4)•12H2O Analyysilaatu Riedel-de Hoen 
AG 
Saksa Kidevedellinen 
kaliumkromi-
sulfaatti 
Histo-Clear  Tutkimuskäyttöön National 
diagnostics 
USA  
NSD1015 100 mg/ml Tutkimuskäyttöön Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH 
Saksa 3-hydroksi-
bentsyylihydratsiini 
dihydrokloridi, 
laimennettu  
0,9 %:lla NaCl-
liuoksella 
NaCl-liuos 9 mg/ml Lääkinnälliseen 
käyttöön 
B. Braun Medical 
Oy 
Suomi - 
 
Mikrodialyysikokeissa sekä koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisessä 
tehtyjä HPLC-analyysejä (high performance liquid chromatography, suurtehoinen 
nestekromatografia) varten valmistettiin neljä standardiliuosta, joiden pitoisuudet on 
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esitetty taulukossa 2. Lisäksi koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisessä 
käytettiin koeliuoksena kymmenkertaista standardiliuos 3:a. Standardien ja koeliuoksen 
valmistuksessa käytettiin UHQ-vettä ja Ringer-liuosta. 
 
Taulukko 2. HPLC-analyyseissä käytettyjen standardiliuosten (ST1 – ST4) pitoisuudet 
mikrodialyysikokeissa ja koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisessä. 
Koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisessä käytettiin koeliuoksena 
kymmenkertaista standardiliuos 3:a (ST3 x 10). 
Standardit Dopamiini (nM) DOPAC (nM) HVA (nM) 5-HIAA (nM) 
ST1 0,3 30,0 30,0 15,0 
ST2 0,6 60,0 60,0 30,0 
ST3 1,2 120,0 120,0 60,0 
ST4 2,4 240,0 240,0 120,0 
ST3 x 10 12,0 1200,0 1200,0 600,0 
 
Koronaarileikkeitä leikattaessa rottien aivot kiinnitettiin kryostaatin pidikkeeseen 
Tissue-Tek® –kiinnitysaineella (Sakura Finetek Europe, Hollanti). Leikkeet kerättiin 
gelatinoiduille objektilaseille, joiden gelatinoimiseen käytettiin tislattuun veteen 
liuotettua gelatiinia 10 mg/ml (VWR International BDH Prolabo, Belgia) ja 
kaliumkromisulfaattia (KCr(SO4)•12H2O) 1,0 mg/ml (Riedel-de Hoen AG, Saksa). 
Aivoleikkeiden dehydratointiin käytettiin asteittain vahvistuvaa etanolisarjaa. Leikkeet 
kirkastettiin Histo-Clear –liuoksen (National diagnostics, Georgia, USA) avulla. 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksessä käytetty 100 mg/ml NSD1015 –liuos valmistettiin 
liuottamalla NSD1015:ta (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Saksa) 0,9 %:een NaCl-
liuokseen (Natriumklorid Braun 9 mg/ml, B. Braun Medical Oy, Suomi). Valmis liuos 
säilytettiin valolta suojattuna. Kudosnäytteiden valmistuksessa käytettiin 
homogenisaatioliuosta, joka sisälsi 0,2 M HClO4 –liuosta ja antioksidanttiliuosta (1,0 
mM oksaalihappo; 0,1 M etikkahappo; 3,0 mM kysteiini). TH-aktiivisuuden 
määrittämiseksi tehtyä HPLC-analyysiä varten valmistettiin viisi standardiliuosta, 
joiden pitoisuudet on esitetty taulukossa 3. Standardien valmistuksessa käytettiin 
homogenisaatioliuosta ja 0,01 M HCl-liuosta. 
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Taulukko 3. HPLC-analyysissä käytettyjen standardiliuosten (ST1 – ST5) pitoisuudet in 
vivo TH-aktiivisuutta määritettäessä.  
Standardit Dopamiini (ng/ml) 
DOPAC 
(ng/ml) 
HVA 
(ng/ml) 
5-HT 
(ng/ml) 
5-HIAA 
(ng/ml) 
L-DOPA 
(ng/ml) 
ST1 50 80 80 120 80 400 
ST2 100 40 40 60 40 200 
ST3 200 20 20 30 20 100 
ST4 400 10 10 15 10 50 
ST5 800 5,0 5,0 7,5 5,0 25 
 
2.4 Laitteet 
 
Stereotaktisissa leikkauksissa käytettiin seuraavia laitteita ja välineitä: stereotaktinen 
laite (Stoelting Co., IL, USA), isofluraanihaihdutin (Univentor 400 Anaesthesia Unit, 
Univentor Ltd., Malta), pyöröpora (Foredom SR, The Foredom Electric Co., CT, USA), 
10 µl:n ruiskut (Hamilton 701N 10 µl:n ruisku, Hamilton Bonaduz AG, Sveitsi), 
elektroninen mikroinjektori (Stoelting Co., IL, USA), mikrodialyysikoettimien 
ohjauskanyylit (BASi Intracerebral Guide Cannula with Stylet, ulkohalkaisija 510 µm, 
MD-2250, Bioanalytical Systems Inc., IN, USA), käsipora (Cotech Tools, SIJ-XT3-10, 
Clas Ohlson AB, Ruotsi) ja tukiruuvit (Bossard BN 402, M1, 4x3, Bossard Group, 
Sveitsi). 
 
Mikrodialyysikokeiden ja koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisen aikana 
käytettiin seuraavia laitteita ja välineitä: 1,0 ml:n lasiruiskut (Exmire MS 1,0 ml, Ito 
Corporation, Japani), kahta erilaista pumppua (Harvard Apparatus 22 syringe pump, 
Harvard Apparatus Inc., MA, USA) ja (Univentor 864 Syringe Pump, Univentor Ltd., 
Malta) sekä mikrodialyysikoettimia (BASi Brain Microdialysis Probe, membraanin 
pituus 2 mm ja ulkohalkaisija 320 µm, MD-2200 BR-2, Bioanalytical Systems Inc., IN, 
USA). Kuvassa 19 on nähtävissä tutkimuksessa käytetty mikrodialyysikoetin. Rottien 
aivot leikattiin koronaarileikkeiksi kryostaatin (Leica CM 3050, Leica Instruments 
GmbH, Saksa) avulla. 
 
Mikrodialyysikokeissa käytetyt nesteensiirtoletkut valmistettiin polyetyleeniletkusta 
(Intramedic Polyethylene Tubing, Becton Dickinson and Company, NJ, USA), jonka 
sisähalkaisija oli 0,28 mm siten, että letkujen kokonaismitaksi tuli 248 cm. 
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Sisäänmenoletkujen pituudet olivat noin 175 cm ja ulostuloletkujen pituudet noin 73 
cm. Kun otetaan huomioon koettimien tilavuus, joka oli 2,1 µl, nesteen laskennallinen 
kokonaisvirtausaika letkujen läpi oli 77 minuuttia 20 sekuntia virtausnopeuden ollessa 2 
µl/min. Tämä näkyy viiveenä stimulaatiokäsittelyjen annostelun ja vasteen välillä (Kuva 
20).  
 
 
Kuva 19. Tutkimuksessa käytetty mikrodialyysikoetin (BASi Brain Microdialysis 
Probe, membraanin pituus 2 mm ja ulkohalkaisija 320 µm, MD-2200 BR-2, 
Bioanalytical Systems Inc., IN, USA). Koettimen tilavuus oli 2,1 µl. Sisäänmeno- ja 
ulostuloletkujen sisähalkaisija oli 0,28 mm. 
 
In vivo TH-aktiivisuuden määritystä varten striatum-kudosnäytteet valmistettiin 
sonikaattorin (BIO-70, Rinco Ultrasonics AG, Sveitsi), sentrifuugin (Eppendorf 
Centrifuge 5810 R, Eppendorf AG, Saksa) ja suodattimellisten näyteputkien (Vivaspin® 
500, 10 000 MWCO PES, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Saksa) avulla. 
 
Tutkimuksissa käytettiin kaikkiaan kolmea HPLC-laitteistoa. Mikrodialyysikokeissa ja 
koettimien in vitro –saantoprosenttien määrittämisessä dopamiinin ja metaboliittien 
pitoisuuksien analysoimiseen käytettiin kahta seuraavanlaista HPLC-laitteistoa, jotka 
olivat keskenään identtisiä: elektrokemiallinen detektori (Coulochem II, ESA 
Biosciences Inc., MA, USA), mikrodialyysi solu (Model 5014B Microdialysis Cell, 
ESA Biosciences Inc., MA, USA), pumppu (Jasco PU-2080 Plus Isocratic Pump, 
JASCO Co., Japani), pulssin vaimennin (SSI LP-21 LO-Pulse pulse damper, Scientific 
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Systems Inc., PA, USA), kolonni (Kinetex® C-18 2,6 µm; 100 Å; 50 x 4,60 mm; 
Phenomenex Inc.; CA; USA), kolonnin lämmitin (Croco-Cil®, Cluzeau Info Labo, 
Ranska), autoinjektori (Prominence Auto Sampler, SIL-20 AC, Shimadzu Co., Japani) 
ja integraatio-ohjelma (Azur Chromatography Software and Data Acquisition System, 
versio 4.0, Datalys, Ranska). Näytteet pelkistettiin amperometrisellä detektorilla 
(potentiaali -100 mV) koulometrisellä detektorilla (potentiaali 300 mV) tapahtuneen 
hapettamisen jälkeen. Ajoliuosten koostumus oli seuraava: 0,1 M NaH2PO4 –puskuri, 
100 mg/l oktaanisulfonihappo, noin 5 % metanoli, 0,2 M EDTA 
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo), pH 4. Kolonnin lämmittimien lämpötila oli säädetty 
45 °C:een ja kolonnien paineet vaihtelivat välillä 102 – 233 MPa. Nesteen 
virtausnopeus laitteistoissa oli 1,0 ml/min, ja injektiotilavuutena käytettiin 25 µl:aa. 
 
In vivo TH-aktiivisuuden määrityksessä käytetty HPLC-laitteisto oli puolestaan 
seuraavanlainen: elektrokemiallinen detektori (ESA® CoulArray Electrode Array 
Detector, ESA Biosciences Inc., MA, USA), mikrodialyysi solu (Model 5014B 
Microdialysis Cell, ESA Biosciences Inc., MA, USA), pumppu (ESA Model 582 
Solvent Delivery Module, ESA Biosciences Inc., MA, USA), pulssin vaimennin (SSI 
LP-21 LO-Pulse pulse damper, Scientific Systems Inc., PA, USA), kolonni (Kinetex® 
XD-C18 2,6 µm; 100 Å; 50 x 4,60 mm; Phenomenex Inc.; CA; USA), kolonnin 
lämmitin (Croco-Cil®, Cluzeau Info Labo, Ranska), autoinjektori (Prominence Auto 
Sampler, SIL-20 AC, Shimadzu Co., Japani) ja integraatio-ohjelma (CoulArray for 
Windows software®, ESA Biosciences Inc., MA, USA). Ajoliuoksen koostumus oli 
seuraava: 0,1 M NaH2PO4 –puskuri, 150 mg/l oktaanisulfonihappo, 4 % metanoli, pH 3. 
Kolonnin lämmittimen lämpötila oli säädetty 45 °C:een ja kolonnin paine oli 135 bar. 
Nesteen virtausnopeus oli 1,0 ml/min, ja injektiotilavuutena käytettiin 60 µl:aa. 
 
Tulosten laskemiseen käytettiin Microsoft Office Exel® 2007 –
taulukkolaskentaohjelmaa (SP2 MSO, Microsoft Co., WA, USA) ja tilastollisten 
analyysien tekemiseen PASW Statistics 18 –tilasto-ohjelmaa (SPSS Inc., IL, USA). 
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2.5 Menetelmät 
 
2.5.1 Stereotaktinen leikkaus 
 
Ennen leikkausta rotta punnittiin. Rotan nukuttaminen tapahtui nukutuskammiossa, 
jonne johdettiin 4,0 – 4,3 %:sta isofluraani-ilmaseosta. Anestesiainduktion jälkeen 
anestesian riittävä syvyys varmistettiin kokeilemalla jalan kipurefleksejä, minkä jälkeen 
rotta kiinnitettiin korvakäytävistä ja etuhampaista stereotaktiseen laitteeseen. Anestesiaa 
pidettiin yllä leikkauksen ajan antamalla rotalle maskin kautta isofluraani-ilmaseosta. 
Isofluraanin ylläpitoannos leikkauksen alussa oli noin 3,0 – 3,5 % ja sitä laskettiin 
vähitellen leikkauksen aikana noin 2,0 – 2,5 %:iin. Ilman virtausnopeus leikkauksien 
aikana vaihteli välillä 292 – 494 ml/min.  
 
Rotan päälaelta ajettiin karvat hiustenleikkuukoneella ja alue desinfioitiin 
klooriheksidiinidiglukonaattiliuoksella. Päänahka avattiin leikkaamalla 
pitkittäissuuntaisesti korvien tasalta silmien tasalle. Leikkaushaavaan tiputettiin 
lidokaiini-adrenaliiniliuosta verenvuodon tyrehdyttämiseksi ja käsiteltävän alueen 
puuduttamiseksi. Tämän jälkeen kallon päällä oleva luukalvo poistettiin veitsellä. 
Bregma merkittiin kalloon tussilla ja sen koordinaatit kirjattiin ylös. Vasemman 
striatumin koordinaatit A/P (anterior/posterior) +1,0 ja M/L (medial/lateral) +2,7 
lisättiin bregman koordinaatteihin ja kohta merkittiin kalloon tussilla. Koordinaatit 
luettiin rotan aivoatlaksesta (Paxinos ja Watson 1997). Kalloon porattiin reikä merkityn 
striatumin kohdalle stereotaktisen laitteen käsivarteen kiinnitetyn pyöröporan avulla. 
Tämän jälkeen stereotaktisen laitteen toiseen käsivarteen kiinnitetyn injektioneulan 
kärki laskettiin kovakalvon pinnalle, josta luettiin D/V –koordinaatti 
(dorsalis/ventralis). D/V –koordinaatista vähennettiin 5,0 ja injektioneula laskettiin 
hitaasti saadun D/V –koordinaatin osoittamaan kohtaan keskelle striatumia. 
Seuraavaksi vasempaan striatumiin injisoitiin 10 µg CDNF:ää, MANF:ia tai GDNF:ää 
(laimennettu 5 µl:aan PBS-liuosta) tai 5 µl PBS-liuosta 10 µl:n ruiskun ja elektronisen 
mikroinjektorin avulla nopeudella 1,0 µl/min viiden minuutin ajan. Liuoksen 
takaisinvirtauksen estämiseksi neula jätettiin paikalleen injektion päättymisen jälkeen 
vielä neljän minuutin ajaksi, jonka jälkeen se nostettiin hitaasti pois aivoista. Injektion 
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päättymisen jälkeen rotalle annettiin tramadoliliuosta (1,0 mg/ml) postoperatiivisen 
kivun lievittämiseksi 1,0 mg/kg subkutaanisesti selkään.  
 
Samassa leikkauksessa vasempaan striatumiin asennettiin myös mikrodialyysikoettimen 
ohjauskanyyli. Ohjauskanyyli kiinnitettiin stereotaktisen laitteen käsivarteen ja bregman 
koordinaatit luettiin uudestaan. Ohjauskanyyli siirrettiin striatumin kohdalle lisäämällä 
bregman koordinaatteihin A/P +1,0 ja M/L +2,7. Sitten kalloon porattiin käsiporalla 
kolme reikää tukiruuveja varten. Ruuvit kierrettiin paikoilleen siten, etteivät ne 
koskettaneet aivokudosta. Tämän jälkeen ohjauskanyyli laskettiin kovakalvon pinnalle, 
josta luettiin D/V –koordinaatti. Tästä D/V –koordinaatista vähennettiin 4,0 ja 
ohjauskanyyli laskettiin hitaasti saadun D/V –koordinaatin osoittamaan kohtaan 
keskelle striatumia. Hammaskitistä ja vedestä valmistettiin notkea seos, jota käytettiin 
ohjauskanyylin kiinnittämiseksi kalloon tukiruuvien avulla. Kun hammaskittiseos oli 
kovettunut, rotta irrotettiin stereotaktisesta laitteesta ja siirrettiin yksittäishäkkiin 
toipumaan. Rotan herättyä sille annettiin lisäannos tramadoliliuosta 0,5 mg/kg 
selkänahan alle, mikäli se näytti kärsivän kivusta. Liitteessä 1 on esitetty kuvia 
stereotaktisen leikkauksen vaiheista. 
  
2.5.2 Mikrodialyysikoettimien saantoprosentin määrittäminen in vitro 
 
Koettimien saantoprosentin määrittäminen suoritettiin huoneen lämmössä. 
Nesteensiirtoletkut huuhdeltiin 70 %:lla etanolilla ja sen jälkeen UHQ-vedellä. 
Lasiruiskut huuhdeltiin UHQ-vedellä. Sitten ne täytettiin UHQ-vedellä ja kiinnitettiin 
pumppuun. Pumppu käynnistettiin, ja kun ruiskuista tuli vettä, sisäänmenoletkut 
kiinnitettiin ruiskuihin. Kun vesi virtasi sisäänmenoletkujen läpi, ne kiinnitettiin 
koettimiin. Kun havaittiin, että vesi virtasi koettimien läpi ja että koettimien 
membraanit eivät vuotaneet, koettimet asetettiin UHQ-veteen, jossa niitä huuhdeltiin 
noin 15 minuutin ajan. Tämän jälkeen ruiskut ja nesteensiirtoletkut täytettiin Ringer-
liuoksella. Kun koettimista virtasi jälleen nestettä ulos, niihin liitettiin ulostuloletkut. 
Sitten koettimet siirrettiin koeliuokseen (kymmenkertainen standardiliuos 3), jossa 
niiden annettiin stabiloitua tunnin ajan (Taulukko 2). Nesteen virtausnopeus oli 
stabiloitumisajan alusta lähtien 2 µl/min.  
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Stabiloitumisen aikana HPLC:llä analysoitiin UHQ-vesinäyte, Ringer-näyte, 
standardiliuokset 1-4 sekä koeliuos (Taulukko 2). Stabiloitumisajan jälkeen jokaisesta 
koettimesta kerättiin kolme näytettä 15 minuutin väliajoin. Näytteiden tilavuus oli 
tällöin 30 µl. Kerätyt näytteet analysoitiin HPLC:llä. Näytteiden keräämisen jälkeen 
koettimia huuhdeltiin UHQ-vedellä noin 20 minuutin ajan. Huuhdotut koettimet 
asetettiin UHQ-vedellä täytettyihin suojakoteloihinsa membraanin kuivumisen 
estämiseksi. Lopuksi koettimet kerättiin UHQ-vedellä täytettyyn lasipurkkiin, joka 
säilöttiin + 4 °C:een. 
 
2.5.3 Mikrodialyysikoe 
 
Rotat vietiin totuttautumaan mikrodialyysihuoneeseen edellisenä iltana tai koepäivän 
aamuna. Samalla niiden kaulan ympärille kiinnitettiin nippusiteet nesteensiirtoletkujen 
vedonpoistoa varten. Ennen koetta rotat punnittiin. Nesteensiirtoletkut huuhdeltiin 70 
%:lla etanolilla ja täytettiin sen jälkeen Ringer-liuoksella. Lasiruiskut huuhdeltiin UHQ-
vedellä, jonka jälkeen ne täytettiin Ringer-liuoksella ja kiinnitettiin pumppuun. Pumppu 
käynnistettiin, ja kun Ringeriä virtasi ulos ruiskuista, sisäänmenoletkut kiinnitettiin 
ruiskuihin. Kun Ringer virtasi sisäänmenoletkujen läpi, letkut liitettiin 
mikrodialyysikoettimiin. Koettimet pidettiin Ringer-liuoksessa, kunnes havaittiin, että 
Ringer virtasi koettimien läpi ja että koettimien membraanit eivät vuotaneet. Tämän 
jälkeen ulostuloletkut kiinnitettiin koettimiin. Kun Ringer virtasi ulostuloletkujen läpi, 
koettimet asetettiin rottien aivoihin stereotaktisessaleikkauksessa asennetun 
ohjauskanyylin kautta. Tämän jälkeen koettimien annettiin tasapainottua rottien aivoissa 
kahden tunnin ajan ennen varsinaisen kokeen alkua. Tasapainottumisen aikana 
välittäjäaineiden liiallinen vapautuminen koettimen asettamisen aiheuttaman 
kudosvaurion seurauksena ehti tasaantua ja hermovälitys asettui uuteen tasapainotilaan. 
Eläinten vointi ja nesteen esteetön kertyminen näytteenkeruuputkiin käytiin 
tarkastamassa noin 30 minuutin välein tasapainottumisen aikana. Nesteen virtausnopeus 
oli tasapainottumisajan alusta lähtien 2 µl/min. 
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Tasapainottumisen aikana HPLC:llä analysoitiin UHQ-vesinäyte, Ringer-näyte ja 
standardiliuokset 1-4 (Taulukko 2). Tasapainottumisajan jälkeen kustakin eläimestä 
kerättiin 18 mikrodialyysinäytettä 15 minuutin väliajoin. Neljää ensimmäistä näytettä 
(ajankohdat 15, 30, 45 ja 60 minuuttia kokeen alusta) käytettiin välittäjäaineiden 
perustason pitoisuuksien laskemiseen. Näytteet säilöttiin välittömästi keräämisen 
jälkeen +4 °C:een odottamaan analysointia katekolirakenteisten välittäjäaineiden 
hapettumisen minimoimiseksi. Näytteet analysoitiin HPLC:llä ja niiden tilavuus oli 30 
µl.  
 
Sisäänmenoletkut vaihdettiin 100 mM kaliumliuosta sisältäviin lasiruiskuihin 15 
minuutin kuluttua kokeen alusta. Kaliumliuosta pumpattiin 15 minuutin ajan. Tämän 
jälkeen sisäänmenoletkut vaihdettiin takaisin Ringer-liuosta sisältäviin ruiskuihin. Kun 
kaliumliuoksen pumppaamisesta oli kulunut 90 minuuttia (ajankohta 120 minuuttia 
kokeen alusta), sisäänmenoletkut vaihdettiin 100 µM amfetamiiniliuosta sisältäviin 
lasiruiskuihin. Amfetamiiniliuosta pumpattiin 15 minuutin ajan, minkä jälkeen 
sisäänmenoletkut vaihdettiin takaisin Ringer-liuosta sisältäviin ruiskuihin. Ringerin 
pumppaamista ja näytteiden keräämistä jatkettiin vielä 135 minuutin ajan (ajankohtaan 
270 minuuttia kokeen alusta). Kuvassa 20 on esitetty mikrodialyysikokeen kulku ja 
näytteiden keruuajankohdat. Viive stimulaatiokäsittelyiden annostelun ja havaitun 
vasteen välillä johtuu pitkistä nesteensiirtoletkuista. Nesteen laskennallinen virtausaika 
letkujen läpi oli 77 minuuttia 20 sekuntia (ks. kappale 2.4). Käytännössä neste kuitenkin 
virtasi letkujen läpi hieman nopeammin, sillä kaliumvaste alkoi jo ennen kuin 90 
minuuttia ja amfetamiinivaste ennen kuin 195 minuuttia oli kulunu kokeen alusta. 
Liitteestä 1 löytyy kuva yhdestä mikrodialyysikokeesta. 
 
Kokeen päätyttyä koettimet otettiin pois aivokudoksesta ja mandriinit laitettiin takaisin 
ohjauskanyyleihin. Mikäli koetinta aiottiin käyttää uudestaan, sitä huuhdeltiin UHQ-
vedellä noin 15 minuutin ajan, jonka jälkeen se säilöttiin UHQ-vettä sisältävässä 
suojakotelossaan +4 °C:een. Samaa koetinta käytettiin mikrodialyysikokeissa 
korkeintaan kolme kertaa. Nippusiteet poistettiin rottien kaulan ympäriltä. Ensimmäisen 
mikrodialyysin jälkeen (leikkauksesta kulunut yksi viikko) rotat vietiin 
yksittäishäkeissään takaisin eläinhuoneeseen kahdeksi viikoksi odottamaan seuraavaa 
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koetta. Toisen mikrodialyysin jälkeen (leikkauksesta kulunut kolme viikkoa) rotat 
tainnutettiin hiilidioksidilla ja dekapitoitiin. Niiden aivot poistettiin, jäädytettiin 
kuivajään päällä ja säilöttiin -80 °C:een koettimien sijaintipaikan tarkistamista varten. 
Lopuksi nesteensiirtoletkut huuhdottiin 70 %:lla etanolilla ja lasiruiskut UHQ-vedellä. 
 
Kuva 20. Mikrodialyysikokeen kulku ja näytteiden keruuajankohdat minuutteina 
kokeen alusta. Kaaviosta käy ilmi kalium- ja amfetamiiniliuosten annosteluajankohdat 
sekä kalium- ja amfetamiinivasteiden ajoittuminen. Lisäksi perustason näytteiden 
keräämisajankohdat on esitetty kaaviossa. Viive stimulaatiokäsittelyiden annostelun ja 
havaitun vasteen välillä johtuu pitkistä nesteensiirtoletkuista. Nesteen laskennallinen 
virtausaika letkujen läpi oli 77 minuuttia 20 sekuntia. 
 
2.5.4 Koronaarileikkeiden leikkaaminen kryostaatilla koettimen oikean sijaintipaikan 
varmistamiseksi 
 
Koe-eläinten jäädytetyistä aivoista leikattiin kryostaatin avulla 90 µm paksuja 
koronaarileikkeitä, joista voitiin nähdä, olivatko mikrodialyysikoetin ja injektio osuneet 
oikeaan kohtaan. Aivoista leikattiin pikkuaivot irti, jonka jälkeen ne kiinnitettiin 
kryostaatin pidikkeeseen Tissue-Tek® –kiinnitysaineella. Kryostaatin kammion ja 
näytepidikkeen lämpötilat olivat leikkauksen ajan noin -20 °C. Koronaarileikkeitä 
kerättiin striatumin alueelta gelatinoiduille objektilaseille niin kauan, kun verinen jälki 
koettimen sijaintikohdassa oli havaittavissa. Objektilaseille kerätyt leikkeet 
dehydratoitiin asteittain vahvistuvan etanolisarjan avulla seuraavasti: leikkeitä pidettiin 
ensin 70 %:ssa etanolissa 3 minuuttia, sitten 96 %:ssa etanolissa 3 minuuttia ja lopuksi 
99 %:ssa etanolissa 3 minuuttia. Dehydratoinnin päätteeksi leikkeet kirkastettiin 
pitämällä niitä 3 minuuttia Histo-Clear –liuoksessa, jonka jälkeen niiden annettiin 
kuivua huoneenlämmössä yön yli. Koettimen sijaintikohta selvitettiin aivoleikkeistä 
rotan aivoatlaksen avulla (Paxinos ja Watson 1997). Mikäli koetin oli osunut striatumiin 
nähden liian eteen, liian taakse tai liian alhaalle, kyseisen rotan tulokset poistettiin 
aineistosta. Kuvassa 21 on esitetty mikrodialyysikoettimen tavoiteltu sijaintikohta 
	   67 
keskellä caudate putamenia. Kuva 22 puolestaan havainnollistaa, miltä 
koronaarileikkeet näyttivät ja miten koettimen sijaintikohta näkyi aivoissa. 
 
 
Kuva 21. Mikrodialyysikoettimen tavoiteltu sijaintikohta keskellä caudate putamenia. 
Kuvassa on rotan aivoatlaksesta otettu kuva kohdan bregma +1,00 mm 
koronaarileikkeestä, johon on punaisella merkitty injektion ja ohjauskanyylin tavoitellut 
sijaintikohdat bregmasta luettuna koorinaateissa A/P +1,0 ja M/L +2,7. Paksumpi 
punainen osa kuvaa ohjauskanyyliä, joka laskettiin syvyyteen D/V -4,0 kovakalvon 
pinnalta luettuna. Ohuempi punainen osa kuvaa 2 mm:n pituista koettimen membraania, 
joka ulottui syvyyteen D/V -6,0. Hermokasvutekijöiden ja PBS:n injektiot kohdistettiin 
puolestaan syvyyteen D/V -5,0 (mukaillen Paxinos ja Watson 1997). 
 
 
Kuva 22. Etupuolelta otettu valokuva kryostaatilla leikatusta rotan aivojen 
koronaarileikkeestä striatumin kohdalta. Vasemmalla aivopuoliskolla (kuvassa oikealla 
puolella) näkyy koettimen sijaintikohta lähes pystysuorana verisenä jälkenä. 
 
2.5.5 In vivo TH-aktiivisuusmääritys 
 
Rotille injisoitiin 100 mg/ml NSD1015-liuosta intraperitoneaalisesti 100 mg/kg. 
Käsittelyn annettiin vaikuttaa 30 minuutin ajan, jonka jälkeen rotat dekapitoitiin ilman 
hiilidioksidihumausta. Aivot dissekoitiin nopeasti ulos ja laitettiin muutaman sekunnin 
ajaksi jääkylmään 0,9 % -NaCl –liuokseen. Sitten aivoista dissekoitiin nopeasti 
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molemmat striatumit mahdollisimman kokonaisina jääkylmän lasin päällä. Striatumit 
jäädytettiin kuivajäällä ja varastoitiin -80 °C:een kudosnäytteiden valmistamista varten. 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityskokeeseen otetuilta eläimiltä ei voitu varmistaa 
mikrodialyysikoettimen oikeaa sijaintikohtaa, sillä striatumien dissekoinnin takia 
aivoista ei voitu leikata koronaarileikkeitä. Silmämääräisesti tarkasteltuna 
ohjauskanyylit olivat kuitenkin osuneet näilläkin eläimillä vasempaan striatumiin, 
koska niissä näkyi veriset reiät toisin kuin oikean puolen striatumeissa. 
 
Striatumeista valmistettiin kudosnäytteet seuraavalla tavalla: Ensin jäiset striatumit 
punnittiin. Striatumien massat vaihtelivat 10,7 ja 90,7 milligramman välillä. 
Näyteputkiin, joissa striatumeita säilöttiin, lisättiin 500 µl homogenisaatioliuosta. 
Tämän jälkeen kudosnäytteet homogenisoitiin sonikaattorin avulla neljä kertaa kolmen 
sekunnin ajan. Homogenisoituja näytteitä sentrifugoitiin +4 °C:ssa 35 minuutin ajan 
nopeudella 14000 rpm. Sentrifugoinnin jälkeen 300 µl supernatanttia siirrettiin 
suodattimellisiin näyteputkiin, joita sentrifugoitiin uudestaan +4 °C:ssa 35 minuutin 
ajan nopeudella 9000 rpm. Suodattuneita näytteitä pipetoitiin 100 µl HPLC:n 
näyteputkiin. Myös standardiliuoksia 1-5 pipetoitiin 100 µl HPLC:n näyteputkiin 
(Taulukko 3). Lopuksi standardit ja näytteet analysoitiin HPLC:llä. Näytteitä pidettiin 
kylmässä aina, kun vain oli mahdollista katekolirakenteisten yhdisteiden hapettumisen 
minimoimiseksi.  
 
2.6 Tulosten laskeminen 
 
HPLC:llä analysoitujen näytteiden analyyttipitoisuuksia verrattiin standardiliuosten 
pitoisuuksiin (Taulukot 2 ja 3). Standardiliuoksista saatujen kromatogrammien piikkien 
korkeuksien avulla laskettiin standardisuora, johon näytteistä saatujen 
kromatogrammien piikkien korkeuksia verrattiin dopamiinin, L-DOPA:n DOPAC:n, 
HVA:n, 5-HT:n ja 5-HIAA:n pitoisuuksien laskemiseksi. Mikrodialyysikokeissa 
standardisuorien korrelaatiokertoimet vaihtelivat dopamiinin osalta välillä 0,9973 – 
1,0000 ja metaboliittien osalta välillä 0,9997 – 1,0000. Koettimien in vitro 
saantoprosenttien määrittämisessä standardisuorien korrelaatiokertoimet vaihtelivat 
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dopamiinin osalta välillä 0,9971 – 1,0000 ja metaboliittien osalta välillä 0,9997 – 
1,0000. 
 
Mikrodialyysikoettimien saantoprosentit määritettiin in vitro. Tämän tarkoituksena oli 
tarkistaa, että käytettävien koettimien saantoprosentit eivät olleet epänormaaleja. 
Kustakin koettimesta kerätyn kolmen näytteen analyyttipitoisuuksia verratttiin 
prosentuaalisesti koeliuoksesta mitattuihin analyyttipitoisuuksiin. Koettimen 
saantoprosentiksi kirjattiin näiden kolmen näytteen ja koeliuoksen pitoisuuksien 
suhteiden keskiarvo. Mikrodialyyseissä käytettyjen koettimien in vitro saantoprosentit 
dopamiinin osalta vaihtelivat välillä 7,33 – 19,09. Metaboliittien osalta saantoprosentit 
olivat yleisesti muutamia prosenttiyksiköitä pienemmät. 
 
Mikrodialyysikokeiden tulosten laskemisessa käytetyt analyyttien perustason 
pitoisuudet saatiin laskemalla keskiarvot tasapainottumisajan jälkeen kerätyjen neljän 
ensimmäisen näytteen (ajankohdat 15, 30, 45 ja 60 minuutia kokeen alusta) 
analyyttipitoisuuksista (Kuva 20). Kokeen hyväksymiskriteerien katsottiin täyttyvän, 
kun vähintään kahden viimeisen perustason näytteen (näytteet 1-4) dopamiini- ja 
metaboliittipitoisuudet olivat 20 %:n sisällä kyseisten näytteiden 
keskiarvopitoisuuksista. Perustason pitoisuuksien laskemisessa otettiin huomioon vain 
tämän kriteerin täyttävät näytteet. Jos kahden viimeisenkin perustason näytteen 
(näytteet 3 ja 4) jokin analyyttipitoisuus poikkesi yli 20 % näiden näytteiden 
keskiarvopitoisuudesta, kyseinen rotta hylättiin aineistosta. Perustason näytteiden 
analyyttipitoisuuksista laskettiin myös käsittelyryhmien keskiarvot ja keskiarvon 
keskivirheet. 
 
Kokeiden aikana kerättyistä mikrodialyysinäytteistä määritettiin dopamiini- ja 
metaboliittipitoisuudet sekä todellisina konsentraatioina dialysaatissa (nM) että 
perustason keskiarvopitoisuuksiin suhteutettuina prosentuaalisina muutoksina, jotka 
saatiin laskemalla dialysaatista mitatun analyyttikonsentraation prosentuaalinen osuus 
vastaavan analyytin perustason näytteistä mitattujen konsentraatioiden keskiarvosta. 
Tulosten perusteella laskettiin myös dopamiinin metaboloitumista DOPAC:ksi ja 
HVA:ksi kuvaavat suhdeluvut. DOPAC/DA –metaboliasuhdeluku kuvaa sitä, kuinka 
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paljon dopamiinia on metaboloituneena DOPAC:ksi hermopäätteistä vapautuneeseen 
dopamiiniin verrattuna kunakin ajanhetkenä ja se saatiin jakamalla kustakin näytteestä 
mitattu DOPAC-konsentraatio samasta näytteestä mitatulla dopamiinikonsentraatiolla. 
HVA/DA –metaboliasuhdeluku kuvaa puolestaan sitä, kuinka paljon dopamiinia on 
kulloinkin metaboloituneena HVA:ksi vapautuneeseen dopamiiniin verrattuna ja se 
saatiin jakamalla näytteestä mitattu HVA-konsentraatio saman näytteen 
dopamiinikonsentraatiolla. DOPAC/HVA –suhdeluku ilmoittaa metaboliittien 
keskinäisen suhteen ja se saatiin jakamalla näytteiden DOPAC-konsentraatiot niiden 
HVA-konsentraatioilla. Mikrodialyysikokeiden tuloksista laskettiin käsittelyryhmien 
keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet. 
 
Mikäli johonkin mikrodialyysinäytteeseen kertyi jostain syystä muita vähemmän 
dialysaattia (esimerkiksi koettimeen tai nesteensiirtoletkuun jääneen ilmakuplan takia), 
HPLC:n autoinjektoriin vaihdettiin kyseisen näytteen kohdalle pienempi 
injektiotilavuus. Tämä otettiin tuloksia analysoitaessa huomioon kertomalla näytteestä 
saadut dopamiini- ja metaboliittipitoisuudet muissa näytteissä käytetyn 
injektiotilavuuden (25 µl) ja kyseisessä näytteessä käytetyn injektiotilavuuden välisellä 
suhteella. Jos esimerkiksi näytteen injektiotilavuudeksi jouduttiin vaihtamaan 15 µl, 
näytteestä saadut analyyttipitoisuudet kerrottiin luvulla 1,6667 (25 µl / 15 µl = 1,6667). 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksessä kudosnäytteiden L-DOPA-, dopamiini-, DOPAC-, 
HVA-, serotoniini- ja 5-HIAA-pitoisuuksien perusteella laskettiin kyseisten analyyttien 
massat striatumeissa kertomalla näytteistä mitatut pitoisuudet näytteiden tilavuudella 
(500 µl). Koska dissekoitujen striatumien massat poikkesivat toisistaan, analyyttien 
massat suhteutettiin striatumien märkäpainoon. Näin tuloksista saatiin keskenään 
vertailukelpoisia. Striatumien märkäpainoon suhteutetuista analyyttien massoista 
laskettiin keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet jokaisen käsittelyryhmän molemmille 
aivopuoliskoille. Lisäksi laskettiin kunkin analyytin käsitellyltä aivopuoliskolta mitatun 
märkäpainoon suhteutetun massan prosentuaalinen suhde saman aivon 
käsittelemättömältä puolelta mitattuun vastaavaan massaan. Näistä aivopuoliskojen 
välisistä suhdeluvuista laskettiin käsittelyryhmien keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet. 
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2.7 Tilastolliset menetelmät 
 
Mikrodialyysitulosten tilastolliseen analysoitiin käytettiin toistettujen mittausten 
ANOVA:a (analysis of variance, varianssianalyysi) ja post hoc –testinä REGWF:ä 
(Ryan-Einot-Gabriel-Welsch F). Samoin käsittelyryhmien väliset erot dopamiinin 
metaboloitumisessa DOPAC:ksi ja HVA:ksi (DOPAC/DA –metaboliasuhdeluku ja 
HVA/DA –metaboliasuhdeluku) sekä erot metaboliittien keskinäisesssä suhteessa 
(DOPAC/HVA –suhdeluku) analysoitiin toistettujen mittausten ANOVA:lla käyttäen 
post hoc –testinä REGWF:ä. 
 
Käsittelyryhmien perustason välittäjäainepitoisuuksien keskiarvojen tilastolliseen 
vertailuun käytettiin yksisuuntaista ANOVA:a ja post hoc –testinä REGWF:ä. Kun 
verrattiin käsittelyryhmien sisällä tapahtuneita muutoksia yhden ja kolmen viikon 
kohdalla kerättyjen mikrodialyysinäytteiden perustason analyyttipitoisuuksissa, 
käytettiin kaksisuuntaista t-testiä. In vivo TH-aktiviisuusmäärityksen tulokset 
käsittelyryhmien välillä analysoitiin yksisuuntaisella ANOVA:lla käyttäen post hoc –
testinä REGWF:ä. Kun verrattiin TH-aktiivisuusmäärityksen tuloksia käsittelyryhmien 
sisällä (käsitellyltä aivopuoliskolta mitattujen analyyttimäärien erot käsittelemättömältä 
puoliskolta mitattuihin määriin), käytettiin parillista kaksisuuntaista t-testiä. Tulosten 
katsottiin olevan tilastollisesti merkitseviä, kun p < 0,05. 
 
 
3 TULOKSET 
 
3.1 Dopamiinin ja metaboliittien pitoisuudet perustason näytteissä 
 
Perustason näytteistä mitatut dopamiinipitoisuudet striatumin solunulkoisessa nesteessä  
eivät poikenneet tilastollisesti merkitsevästi käsittelyryhmien välillä yhden eikä kolmen 
viikon kohdalla suoritettujen mikrodialyysien aikana (Kuva 23). Tuloksista käy ilmi, 
että kolme viikkoa leikkauksen jälkeen mitatut perustason dopamiinipitoisuudet olivat 
pienemmät kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet kaikissa 
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käsittelyryhmissä. Tilastollisesti merkitseviä eroja yhden viikon ja kolmen viikon 
kohdalla mitattujen pitoisuuksien välillä ei kuitenkaan havaittu. 
 
 
Kuva 23. Dopamiinipitoisuuksien keskiarvot (± SEM) perustason näytteissä viikko (A) 
ja kolme viikkoa (B) leikkauksen jälkeen. Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (B) olivat 
pienemmät kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (A) kaikissa 
käsittelyryhmissä, mutta tilastollista merkitsevyyttä nämä erot eivät kuitenkaan 
saavuttaneet. 
 
Myöskään DOPAC:n, HVA:n ja 5-HIAA:n perustason näytteistä mitatuissa 
pitoisuuksissa ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä yhden eikä 
kolmen viikon kohdalla suorittetuissa mikrodialyyseissä. Kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen mitatut perustason metaboliittipitoisuudet olivat niin ikään yleisesti pienemmät 
kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut vastaavat pitoisuudet, mutta tilastollista 
merkitsevyyttä nämäkään erot eivät saavuttaneet. Keskiarvokuvaajat metaboliittien 
pitoisuuksista perustason näytteissä on esitetty liitteessä 2. 
 
3.2 Dopamiinin ja metaboliittien pitoisuudet stimulaatiovasteiden aikana viikko 
leikkauksen jälkeen 
 
3.2.1 Dopamiini 
 
Mikrodialyysikokeissa kerättyjen näytteiden dopamiinikonsentraatioissa (nM) ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä, kun leikkauksesta oli 
kulunut yksi viikko (Kuva 24). Tuloksista nähdään, kuinka sekä kaliumliuoksen että 
amfetamiiniliuoksen annostelu striatumiin mikrodialyysikoettimen kautta aiheuttivat 
huomattavan nousun solunulkoisen dopamiinin pitoisuuteen käsittelyryhmästä 
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riippumatta (kalium- ja amfetamiinivaste). Kaliumvasteen aikana käsittelyryhmien 
keskimääräiset dopamiinipitoisuudet erottuivat toisistaan jonkin verran, mutta eivät 
tilastollisesti merkitsevästi. Amfetamiinistimulaatio ei sen sijaan aiheuttanut juurikaan 
eroja käsittelyryhmien dopamiinipitoisuuksiin. 
 
 
Kuva 24. Dopamiinin konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
viikko leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja 
kaliumvasteen sekä amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat 
minuutteina kokeen alusta. Solunulkoisen nesteen dopamiinipitoisuus nousi 
huomattavasti sekä kaliumliuoksen annostelun aiheuttaman kaliumvasteen että 
amfetamiiniliuoksen annostelun aiheuttaman amfetamiinivasteen aikana kaikissa 
käsittelyryhmissä.  
 
Kun samat tulokset muutettiin dopamiinin perustason keksimääräiseen pitoisuuteen 
suhteutetuiksi prosentuaalisiksi dopamiinipitoisuuksiksi, käsittelyryhmien väliltä löytyi 
tilastollisesti merkitseviä eroja (Kuva 25). Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan 
ryhmien välillä oli merkitsevä ero sekä koko mikrodialyysin aikana (aikaväli 15 – 270 
min; F3,36 = 4,678; p = 0,007) että erikseen kaliumvasteen aikana (aikaväli 75 – 135 
min; F3,36 = 4,874; p = 0,006) ja amfetamiinivasteen aikana (aikaväli 180 – 255 min; 
F3,36 = 3,683; p = 0,021). Jatkotestinä käytetty REGWF löysi tilastollisesti merkitsevät 
erot käsittelyryhmien MANF ja GDNF, MANF ja PBS  sekä CDNF ja GDNF välille 
koko mikrodialyysin aikana (aikaväli 15 – 270 min; p < 0,05). Lisäksi MANF- ja 
GDNF-ryhmän sekä MANF- ja PBS-ryhmän välillä oli merkitsevä ero kaliumvasteen 
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aikana (aikaväli 75 – 135 min; p < 0,05) ja amfetamiinivasteen aikana (aikaväli 180 – 
255 min; p < 0,05).  
 
 
Kuva 25. Dopamiinin pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä viikko leikkauksen jälkeen 
(keskiarvo ± SEM). Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan käsittelyryhmien välillä 
oli tilastollisesti merkitsevä ero aikavälillä 15 – 270 min (F3,36 = 4,678; p = 0,007), 
aikavälillä 75 – 135 min (F3,36 = 4,874; p = 0,006) sekä aikavälillä 180 – 255 min (F3,36 
= 3,683; p = 0,021). REGWF-jatkotestin mukaan käsittelyryhmien MANF ja GDNF, 
MANF ja PBS  sekä CDNF ja GDNF välillä oli merkitsevä ero aikavälillä 15 – 270 min 
(p < 0,05). Lisäksi MANF- ja GDNF-ryhmän sekä MANF- ja PBS-ryhmän välillä oli 
merkitsevä ero aikavälillä 75 – 135 min ja aikavälillä 180 – 255 min (p < 0,05).  
 
3.2.2 DOPAC 
 
Analysoitaessa mikrodialyysinäytteiden perustason keskiarvoon suhteutettuja 
prosentuaalisia DOPAC-pitoisuuksia käsittelyryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja (Kuva 26). Amfetamiinivasteen aikana aikavälillä 210 – 240 min 
toistettujen mittausten ANOVA löysi kuitenkin melkein merkitsevän eron ryhmien 
välille (p = 0,054). Tuloksista nähdään, että DOPAC:n pitoisuus striatumin 
solunulkoisessa nesteessä laski selvästi perustasoon verrattuna sekä kalium- että 
amfetamiinivasteen aikana kaikissa käsittelyryhmissä. Myöskään näytteiden DOPAC-
konsentraatoisssa (nM) ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä. 
Kuvaaja DOPAC:n konsentraatioista eri käsittelyryhmissä on esitetty liitteessä 3. 
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Kuva 26. DOPAC-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä viikko leikkauksen jälkeen 
(keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. DOPAC:n pitoisuus laski perustasoon verrattuna sekä kalium- että 
amfetamiinivasteen aikana kaikissa käsittelyryhmissä. 
 
3.2.3 HVA 
 
Perustason keskiarvoon suhteutetuista prosentuaalisista HVA-pitoisuuksista ei löydetty 
tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä (Kuva 27). Tuloksista havaitaan 
kuitenkin selvästi, että HVA:n pitoisuus striatumin solunulkoisessa nesteessä laski 
kaliumvasteen aikana ja nousi amfetamiinivasteen aikana perustasoon verrattuna 
kaikissa käsittelyryhmissä. Myöskään näytteiden HVA-konsentraatoissa (nM) ei 
havaittu ryhmien välisiä tilastollisesti merkitseviä eroja. Kuvaaja HVA:n 
konsentraatioista eri käsittelyryhmien näytteissä on liitteessä 3. 
 
	   76 
 
Kuva 27. HVA-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä viikko leikkauksen jälkeen 
(keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. HVA:n pitoisuus laski kaliumvasteen aikana ja nousi amfetamiinivasteen aikana 
perustasoon verrattuna kaikissa käsittelyryhmissä. 
 
3.2.4 5-HIAA 
 
Perustason keskiarvoon suhteutetut prosentuaaliset 5-HIAA-pitoisuudet eivät myöskään 
poikenneet tilastollisesti merkitsevästi käsittelyryhmien välillä (Kuva 28). Tuloksista 
käy ilmi, kuinka 5-HIAA:n pitoisuus striatumin solunulkoisessa nesteessä laski 
kaliumvasteen aikana perustasoon verrattuna kaikissa käsittelyryhmissä. 
Amfetamiinivasteen aikana 5-HIAA-pitoisuus pysyi puolestaan kutakuinkin 
perustasolla. Näytteiden 5-HIAA-konsentraatoissa (nM) ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja ryhmien välillä. Kuvaaja 5-HIAA:n konsentraatioista eri 
käsittelyryhmissä on esitetty liitteessä 3. 
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Kuva 28. 5-HIAA-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä viikko leikkauksen jälkeen 
(keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. 5-HIAA:n pitoisuus laski kaliumvasteen aikana perustasoon verrattuna ja pysyi 
amfetamiinivasteen aikana lähestulkoon ennallaan kaikissa käsittelyryhmissä. 
 
3.3 Dopamiinin ja metaboliittien pitoisuudet stimulaatiovasteiden aikana kolme 
viikkoa leikkauksen jälkeen 
 
3.3.1 Dopamiini 
 
Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritettuissa mikrodialyysikokeissa näytteiden 
dopamiinikonsentraatiot (nM) poikkesivat tilastollisesti merkitsevästi käsittelyryhmien 
välillä (Kuva 29). Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan ryhmien välillä oli 
merkitsevä ero koko mikrodialyysikokeen aikana (aikaväli 15 – 270 min; F3,33 = 3,815; 
p = 0,019), kaliumvasteen aikana (aikaväli 75 – 135 min; F3,33 = 3,275; p = 0,033) sekä 
amfetamiinivasteen aikana (aikaväli 180 – 255 min; F3,33 = 4,063; p = 0,015). REGWF-
jatkotestin mukaan MANF-ryhmä erosi merkitsevästi GDNF-ryhmästä koko kokeen 
aikana (aikaväli 15 – 270 min; p < 0,05), kaliumvasteen aikana (aikaväli 75 – 135 min; 
p < 0,05) sekä amfetamiinivasteen aikana (aikaväli 180 – 255 min; p < 0,05). 
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Kuva 29. Dopamiinin konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
kolme viikkoa leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Toistettujen mittausten 
ANOVA:n mukaan käsittelyryhmien välillä oli tilastollisesti merkitsevä ero aikavälillä 
15 – 270 min (F3,33 = 3,815; p = 0,019), aikavälillä 75 – 135 min (F3,33 = 3,275; p = 
0,033)  sekä aikavälillä 180 – 255 min (F3,33 = 4,063; p = 0,015). REGWF-jatkotestin 
mukaan MANF-ryhmä erosi merkitsevästi GDNF-ryhmästä aikavälillä 15 – 270 min, 
aikavälillä 75 – 135 min ja aikavälillä 180 – 255 min (p < 0,05). 
 
Kun tulokset muutettiin dopamiinin perustason keksimääräiseen pitoisuuteen 
suhteutetuiksi prosentuaalisiksi dopamiinipitoisuuksiksi, käsittelyryhmien väliltä ei 
löytynyt enää tilastollisesti merkitseviä eroja (Kuva 30). 
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Kuva 30. Dopamiinin pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. 
 
3.3.2 DOPAC 
 
Analysoitaessa kolme viikkoa leikkauksen jälkeen kerättyjen mikrodialyysinäytteiden 
perustason keskiarvoon suhteutettuja prosentuaalisia DOPAC-pitoisuuksia 
käsittelyryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja (Kuva 31). 
Näytteiden DOPAC-konsentraatoisssa (nM) ei myöskään havaittu merkitseviä eroja 
ryhmien välillä. Kuvaaja DOPAC:n konsentraatioista eri käsittelyryhmissä on esitetty 
liitteessä 3. 
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Kuva 31. DOPAC-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. 
 
3.3.3 HVA 
 
Perustason keskiarvoon suhteutetuista prosentuaalisista HVA-pitoisuuksista ei löydetty 
tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä (Kuva 32). HVA-pitoisuuden 
voimakas nousu CDNF-ryhmässä 210 minuutin kohdalla aiheutui pitoisuuksien suuresta 
hajonnasta tässä aikapisteessä. Kuvaaja HVA:n konsentraatioista (nM) eri 
käsittelyryhmissä on esitetty liitteessä 3. Myöskään näytteiden HVA-konsentraatoissa ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä. 
 
	   81 
 
Kuva 32. HVA-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. CDNF-ryhmässä havaittava HVA-pitoisuuden voimakas nousu 210 minuutin 
kohdalla aiheutui pitoisuuksien suuresta hajonnasta tässä aikapisteessä. 
 
3.3.4 5-HIAA 
 
Perustason keskiarvoon suhteutetut prosentuaaliset 5-HIAA-pitoisuudet eivät 
poikenneet tilastollisesti merkitsevästi käsittelyryhmien välillä (Kuva 33). Näytteiden 5-
HIAA-konsentraatoissa (nM) ei myöskään havaittu merkitseviä eroja ryhmien välillä. 
Kuvaaja 5-HIAA:n konsentraatioista eri käsittelyryhmissä on esitetty liitteessä 3. 
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Kuva 33. 5-HIAA-pitoisuus prosentteina suhteutettuna perustason pitoisuuksien 
keskiarvoon eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. 
 
3.4 Dopamiinin biotransformaatio metaboliiteiksi 
 
3.4.1 Dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi (DOPAC/DA) 
 
Viikko leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien tulosten perusteella 
dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi erosi käsittelyryhmien välillä tilastollisesti 
merkitsevästi (Kuva 34). Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan ryhmien 
DOPAC/DA –metaboliasuhdeluvuissa oli merkitsevä ero koko kokeen aikana (aikaväli 
15 – 270 min; F3,36 = 3,065; p = 0,040). Jatkotestinä käytetyn REGWF:n peursteella 
MANF-ryhmä erosi GDNF- ja PBS-ryhmästä (p < 0,05). Tuloksista nähdään, kuinka 
dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi eroaa ryhmien välillä selvimmin perustason 
aikana sekä stimulaatiovasteiden välissä. Perustason näytteiden aikana (aikaväli 15 – 75 
min) ryhmien DOPAC/DA –metaboliasuhdeluvut erosivatkin toisistaan toistettujen 
mittausten ANOVA:n mukaan tilastollisesti merkitsevästi (F3,36 = 3,502; p = 0,025). 
REGWF-jatkotesti löysi merkitsevän eron MANF- ja GDNF-ryhmien välille sekä 
MANF- ja PBS-ryhmien välille (p < 0,05). Kalium- ja amfetamiinivasteiden välissä 
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(aikaväli 135 – 180 min) käsittelyryhmien välillä oli havaittavissa jonkin verran eroja, 
mutta tilastollista merkitsevyyttä näillä eroilla ei kuitenkaan ollut. 
 
 
Kuva 34. Dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi viikko leikkauksen jälkeen 
suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on esitetty DOPAC/DA –
metaboliasuhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. Kuvaajan 
vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. Dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi eroaa ryhmien välillä selvimmin 
perustason aikana sekä stimulaatiovasteiden välissä. Toistettujen mittausten ANOVA:n 
mukaan aikavälillä 15 – 270 min käsittelyryhmien välillä oli tilastollisesti merkitsevä 
ero (F3,36 = 3,065; p = 0,040). REGWF-jatkotestin perusteella MANF-ryhmä erosi 
GDNF- ja PBS-ryhmästä (p < 0,05). Myös aikavälillä 15 – 75 min ryhmät erosivat 
toisistaan toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan merkitsevästi (F3,36 = 3,502; p = 
0,025). REGWF:n perusteella merkitsevä ero oli MANF- ja GDNF-ryhmien sekä 
MANF- ja PBS-ryhmien välillä (p < 0,05). 
 
Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritetuissa mikrodialyysikokeissa 
käsittelyryhmien välillä ei havaittu enää tilastollisesti merkitseviä eroja dopamiinin 
metaboloitumisessa DOPAC:ksi. Keskiarvokuvaajat käsittelyryhmien DOPAC/DA –
metaboliasuhdeluvuista kolmen viikon kohdalla suoritettujen kokeiden aikana on 
esitetty liitteessä 4. 
 
3.4.2 Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi (HVA/DA) 
 
Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi ei eronnut tilastollisesti merkitsevästi 
käsittelyryhmien välillä viikko leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien 
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aikana. HVA/DA –metaboliasuhdelukujen keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet 
käsittelyryhmissä on esitetty kuvassa 35. Kuvaajasta voidaan kuitenkin nähdä, kuinka 
dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi eroaa ryhmien välillä jonkin verran perustason 
aikana sekä stimulaatiovasteiden välissä, vaikka erot eivät olekaan merkitseviä. 
 
 
Kuva 35. Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi viikko leikkauksen jälkeen 
suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on esitetty HVA/DA –
metaboliasuhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. Kuvaajan 
vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi eroaa ryhmien välillä jonkin verran 
perustason aikana sekä stimulaatiovasteiden välissä, mutta tilastollisesti merkitseviä 
eroja ryhmien välillä ei havaittu. 
 
Myöskään kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritetuissa kokeissa käsittelyryhmien 
välillä ei havaittu merkitseviä eroja dopamiinin metaboloitumisessa HVA:ksi. 
Keskiarvokuvaajat ryhmien HVA/DA –metaboliasuhdeluvuista kolmen viikon kohdalla 
suoritettujen mikrodialyysien aikana on esitetty liitteessä 4. 
 
3.4.3 Metaboliittien keskinäinen suhde (DOPAC/HVA) 
 
DOPAC:n ja HVA:n keskinäisessä suhteessa oli selviä eroja käsittelyryhmien välillä 
viikko leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien aikana (Kuva 36). Tuloksista 
nähdään, että DOPAC/HVA –suhde kasvaa hieman kaliumvasteen alussa kaikissa 
muissa paitsi GDNF-ryhmässä. Selvempi muutos on kuitenkin DOPAC/HVA –suhteen 
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voimakas lasku kaikissa käsittelyryhmissä amfetamiinivasteen aikana, jolloin näytteiden 
DOPAC-pitoisuuden havaittiin pienenevän ja HVA-pitoisuuden puolestaan kasvavan. 
Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan ryhmien DOPAC/HVA –suhdeluvuissa oli 
tilastollisesti merkitsevä ero sekä koko kokeen aikana (aikaväli 15 – 270 min; F3,36 = 
7,397; p = 0,001) että erikseen aikaväleillä 15 – 180 min (F3,36 = 8,419; p < 0,001) ja 
180 – 270 min (F3,36 = 5,098; p = 0,005). REGWF-jatkotestin mukaan GDNF-ryhmä 
erosi merkitsevästi MANF-ryhmästä, CDNF-ryhmästä ja PBS-ryhmästä koko kokeen 
aikana (aikaväli 15 – 270 min; p < 0,05). Myös aikavälillä 15 – 180 min GDNF-ryhmän 
ero MANF-, CDNF- ja PBS-ryhmään oli merkitsevä (p < 0,05). Amfetamiinivasteen 
alusta kokeen loppuun ulottuvalla jaksolla (aikaväli 180 – 270 min) REGWF löysi 
merkitsevän eron GDNF- ja MANF-ryhmän välille sekä GDNF- ja PBS-ryhmän välille 
(p < 0,05). 
 
 
Kuva 36. Dopamiinin metaboliittien DOPAC:n ja HVA:n keskinäinen suhde viikko 
leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on esitetty 
DOPAC/HVA –suhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. 
Kuvaajan vaaka-akselille on merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä 
amfetamiiniliuoksen annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen 
alusta. DOPAC/HVA –suhde kasvaa hieman kaliumvasteen alussa kaikissa muissa 
paitsi GDNF-ryhmässä ja laskee voimakkaasti amfetamiinivasteen aikana kaikissa 
käsittelyryhmissä. Toistettujen mittausten ANOVA:n mukaan ryhmien välillä oli 
tilastollisesti merkitsevä ero aikavälillä 15 – 270 min (F3,36 = 7,397; p = 0,001), 
aikavälillä 15 – 180 min (F3,36 = 8,419; p < 0,001) ja aikavälillä 180 – 270 min (F3,36 = 
5,098; p = 0,005). REGWF-jatkotestin mukaan GDNF-ryhmä erosi merkitsevästi 
MANF-ryhmästä, CDNF-ryhmästä ja PBS-ryhmästä aikavälillä 15 – 270 min ja 
aikavälillä 15 – 180 min (p < 0,05). Aikavälillä 180 – 270 min GDNF-ryhmä erosi 
merkitsevästi MANF-ryhmästä ja PBS-ryhmästä (p < 0,05). 
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Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen metaboliittien keskinäisessä suhteessa ei havaittu 
enää tilastollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä. Keskiarvokuvaajat 
käsittelyryhmien DOPAC/HVA –suhteista kolmen viikon kohdalla suoritettujen 
mikrodialyysien aikana on esitetty liitteessä 4. 
 
3.5 In vivo TH-aktiivisuusmäärityksen tulokset 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksen tulosten perusteella laskettiin, poikkesivatko 
käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon striatumien analyyttimäärät toisistaan 
saman käsittelyryhmän sisällä. Lisäksi tutkittiin käsiteltyjen aivopuoliskojen 
striatumeista mitattujen analyyttimäärien eroja käsittelyryhmien välillä. Tilastollisesti 
merkitseviä tuloksia ei juuri löydetty. Yleisenä trendinä voitiin kuitenkin havaita, että 
analyyttimäärät olivat pienempiä käsitellyllä aivopuoliskolla kuin käsittelemättömällä 
puolella. Liitteessä 5 on esitetty lisäksi analyyttien striatumin märkäpainoon 
suhteutettujen määrien aivopuoliskojen välisten prosentuaalisten suhteiden keskiarvot ja 
keskiarvon keskivirheet kussakin käsittelyryhmässä. Ryhmien välillä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja minkään analyytin osalta. 
 
Käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon striatumin märkäpainoon suhteutetuissa 
L-DOPA-määrissä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja minkään käsitelyryhmän 
sisällä analysoitaessa tulokset parillisten kaksisuuntaisten t-testien avulla (Kuva 37). 
Tulokset viittaavat siihen, että L-DOPA:n määrä olisi pienempi käsitellyn puolen 
striatumissa kuin käsittelemättömän puolen striatumissa kaikissa muissa ryhmissä paitsi 
PBS-ryhmässä. Tilastollisesti merkitseviä eroja ei löytynyt myöskään, kun verrattiin 
käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuja L-DOPA-määriä käsittelyryhmien 
välillä yksisuuntaisen ANOVA:n avulla. 
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Kuva 37. Striatumin märkäpainoon suhteutettu L-DOPA:n määrä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Ryhmien sisältä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen L-DOPA-määrissä. Tulokset viittaavat siihen, että 
L-DOPA:n määrä olisi pienempi käsitellyn puolen kuin käsittelemättömän puolen 
striatumissa kaikissa muissa ryhmissä paitsi PBS-ryhmässä. Käsiteltyjen 
aivopuoliskojen striatumeista mitattuissa L-DOPA-määrissä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
 
Myöskään käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon striatumin märkäpainoon 
suhteutetuista dopamiinimääristä ei löydetty tilastollisesti merkitseviä eroja 
käsitelyryhmien sisältä (Kuva 38). Tulosten perusteella dopamiinia näyttäisi olevan 
vähemmän käsitellyn puolen kuin käsittelemättömän puolen striatumissa kaikissa 
käsittelyryhmissä. Tilastollisesti merkitseviä eroja ei löytynyt myöskään verrattaessa 
käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuja dopamiinimääriä ryhmien välillä. 
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Kuva 38. Striatumin märkäpainoon suhteutettu dopamiinimäärä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Ryhmien sisältä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen dopamiinimäärissä. Kuvasta on hyvin nähtävissä 
trendi, jonka mukaan analyyttimäärät ovat pienempiä käsitellyn puolen kuin 
käsittelemättömän puolen striatumissa kaikissa ryhmissä. Käsiteltyjen aivopuoliskojen 
striatumeista mitattuissa dopamiinimäärissä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja 
käsittelyryhmien välillä. 
 
Analysoitaessa käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon striatumin märkäpainoon 
suhteutettuja DOPAC-määriä käsitelyryhmien sisällä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja (Kuva 39). GDNF-, CDNF- ja MANF-ryhmissä DOPAC:ia näyttäisi 
muodostuvan enemmän käsittelemättömän puolen striatumissa. PBS-ryhmässä 
DOPAC:n määrä vaikuttaisi pysyävän likimain samana kummallakin aivopuoliskolla. 
Käsittelyryhmien väliltä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja verrattaessa 
käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuja DOPAC-määriä. 
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Kuva 39. Striatumin märkäpainoon suhteutettu DOPAC:n määrä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Ryhmien sisältä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen DOPAC-määrissä. GDNF-, CDNF- ja MANF-
ryhmissä DOPAC:ia näyttäisi olevan enemmän käsittelemättömän puolen striatumissa. 
Käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuissa DOPAC-määrissä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
 
Analysoitaessa HVA:n käsitellyltä ja käsittelemättömältä aivopuoliskolta mitattuja 
striatumin märkäpainoon suhteutettuja määriä käsitelyryhmien sisällä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja (Kuva 40). GDNF-ryhmässä HVA:ta näyttäisi olevan 
hieman enemmän käsitellyn puolen striatumissa verrattuna käsittelemättömään puoleen. 
Muissa ryhmissä HVA:n määrä näyttäisi puolestaan olevan suurempi 
käsittelemättömällä puolella. Myöskään käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista 
mitatut HVA-määrät eivät eronneet ryhmien välillä tilastollisesti merkitsevästi. 
 
 
Kuva 40. Striatumin märkäpainoon suhteutettu HVA:n määrä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Ryhmien sisältä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen HVA-määrissä. GDNF-ryhmässä HVA:ta näyttäisi 
olevan hieman enemmän käsitellyn puolen kuin käsittelemättömän puolen striatumissa 
kun taas muissa ryhmissä HVA:ta näyttäisi olevan enemmän käsittelemättömän puolen 
striatumissa. Käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuissa HVA-määrissä ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
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Käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon striatumin märkäpainoon suhteutetuissa 
serotoniinimäärissä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja käsitelyryhmien sisällä 
(Kuva 41). Tuloksista on edelleen nähtävissä trendi, jonka mukaan käsitellyn 
aivopuoliskon striatumista mitatut analyyttimäärät ovat pienemmät kuin 
käsittelemättömällä puolella. Käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitatut 
serotoniinimäärät erosivat käsittelyryhmien välillä tilastollisesti merkitsevästi 
yksisuuntaisen ANOVA:n mukaan (F3,8 = 6,775; p = 0,014). REGWF-jatkotesti löysi 
merkitsevän eron CDNF- ja MANF-ryhmien välillä (p < 0,05). 
 
 
Kuva 41. Striatumin märkäpainoon suhteutettu serotoniinimäärä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Ryhmien sisältä ei löytynyt tilastollisesti merkitseviä eroja käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen serotoniinimäärissä. Tuloksista on nähtävissä 
trendi, jonka mukaan käsitellyn aivopuoliskon striatumin analyyttimäärät ovat 
pienemmät kuin käsittelemättömällä puolella. Yksisuuntaisen ANOVA:n mukaan 
käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitatut serotoniinimäärät poikkesivat 
käsittelyryhmien välillä tilastollisesti merkitsevästi (F3,8 = 6,775; p = 0,014). REGWF-
jatkotestin mukaan merkitsevä ero oli CDNF- ja MANF-ryhmien välillä (p < 0,05). 
 
Kun analysoitiin 5-HIAA:n käsitellyltä ja käsittelemättömältä aivopuoliskolta mitatut 
striatumin märkäpainoon suhteutetut määrät parillisten kaksisuuntaisten t-testien avulla, 
havaittiin, että PBS-ryhmässä 5-HIAA:n määrä oli merkitsevästi suurempi käsitellyn 
puolen striatumissa kuin käsittelemättömällä puolella (p = 0,019) (Kuva 42). Muiden 
käsitelyryhmien sisältä tilastollisesti merkitseviä eroja ei löytynyt. Myöskään 
käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitatuista 5-HIAA-määristä ei löytynyt 
merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
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Kuva 42. Striatumin märkäpainoon suhteutettu 5-HIAA:n määrä (ng/mg) käsitellyllä ja 
käsittelemättömällä aivopuoliskolla eri käsittelyryhmissä (keskiarvo ± SEM, n = 3). 
Parillisen kaksisuuntaisen t-testin mukaan PBS-ryhmässä 5-HIAA:n määrä oli 
merkitsevästi suurempi käsitellyn puolen striatumissa käsittelemättömään puoleen 
verrattuna (p = 0,019). Muiden ryhmien sisältä tilastollisesti merkitseviä eroja ei 
löytynyt. Käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuissa 5-HIAA-määrissä ei 
havaittu merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. 
 
 
4 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA 
 
4.1 Hermokasvutekijöiden vaikutukset dopamiinin ja metaboliittien määrään 
perustason näytteissä 
 
Hermokasvutekijöillä ei havaittu olevan toisistaan poikkeavaa vaikutusta striatumin 
solunulkoisesta nesteestä mitattuihin dopamiini- ja metaboliittipitoisuuksiin perustason 
näytteissä ennen stimulaatiovasteita. Hermokasvutekijöiden vaikutukset eivät 
poikenneet myöskään negatiivisena kontrollina toimivan PBS:n vaikutuksista. Eroja 
käsittelyryhmien välillä ei ilmennyt yhden eikä kolmen viikon kohdalla suoritettujen 
mikrodialyysien aikana. Nämä perustason näytteistä saadut tulokset poikkeavat 
aiemmin tehtyjen mikrodialyysikokeiden tuloksista, sillä GDNF:n on havaittu lisäävän 
leesioimattomien rottien perustason dopamiini- ja metaboliittipitoisuuksia striatumin 
solunulkoisessa nesteessä (Hebert ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997).  
 
Verrattaessa yksi ja kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien 
tuloksia keskenään voidaan havaita, että perustason näytteistä mitatut analyyttien 
pitoisuudet ovat kolmen viikon kohdalla yleisesti pienemmät kaikissa käsittelyryhmissä, 
vaikka tilastollista merkitsevyyttä näillä eroilla ei ollutkaan (Kuva 23 ja Liite 2). Tämä 
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saattaa johtua striatumin näytteenottokohtaan aiheutuneesta kudosvauriosta. Se on 
seurausta muun muassa ohjauskanyylin asentamisesta stereotaktisessa leikkauksessa 
sekä edestakaisesta pumppausliikkeestä, jota syntyy, kun mandriini otetaan pois 
ohjauskanyylistä ennen mikrodialyysejä ja koetin viedään aivoihin mikrodialyysin 
ajaksi ja otetaan sen jälkeen taas pois. Aivot pääsevät myös hieman liikkumaan 
kallonontelon sisäisten aivokalvonesteiden varassa, mikä saattaa aiheuttaa 
mikrovaurioita ohjauskanyylin ympärillä, koska kanyyli on tiukasti kiinnitettynä 
kalloon (Di Chiara 1991). Mekaaninen kudosvaurio johtaa muun muassa aksonien 
degeneroitumiseen, tulehdusreaktioon, verenkierron muuttumiseen ja nesteen 
kertymiseen sekä glioosiin ja fibroosiin vauriokohtaa ympäröivässä kudoksessa 
(Benveniste ja Hansen 1991). Koettimen membraania ympäröivälle alueelle kertyvä 
gliakudos, sidekudos ja neste muodostavat diffuusioesteen analyyteille, jolloin 
dopamiinia ja metaboliitteja pääsee diffundoitumaan vähemmän membraanin läpi 
dialysaattiin. Gliakudos myös metaboloi välittäjäaineita, mikä saattaa omalta osaltaan 
pienentää näytteiden analyyttipitoisuuksia. Näin näytteiden analyyttikonsentraatiot 
pienenevät ajan myötä. Suurimmat muutokset yhden ja kolmen viikon 
mikrodialyysitulosten välillä havaitaan GDNF-ryhmän perustason näytteistä mitatuissa 
analyyttipitoisuuksissa. Ero saattaa johtua GDNF:n mahdollisesti aiheuttamasta TH-
entsyymin ilementymisen vähentymisestä (Rosenblad ym. 2003; Georgievska ym. 
2004). 
 
4.2 Hermokasvutekijöiden vaikutukset dopamiinin ja metaboliittien määrään 
stimulaatiovasteiden aikana 
 
4.2.1 Viikko leikkauksen jälkeen suoritetut mikrodialyysit 
 
Mikrodialyysien avulla pyrittiin selvittämään hermokasvutekijöiden vaikutuksia rotan 
aivojen neurotransmissioon. Viikko leikkauksen jälkeen kerättyjen 
mikrodialyysinäyteiden dopamiinipitoisuuksissa (nM) ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. Tuloksista voidaan kuitenkin nähdä, kuinka 
sekä kaliumliuoksen että amfetamiiniliuoksen annostelu mikrodialyysikoettimen kautta 
suoraan rotan striatumiin aiheutti merkittävän nousun solunulkoisen nesteen 
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dopamiinimäärässä käsittelyryhmästä riippumatta (Kuva 24). Tämä havainto on linjassa 
aikaisempien mikrodialyysitulosten kanssa (Hebert ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997; 
Grondin ym. 2003; Salvatore ym. 2004). 
 
Dopamiinin perustason keksimääräiseen pitoisuuteen suhteutetuissa prosentuaalisissa 
dopamiinimäärissä oli tilastollisesti merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä sekä koko 
kokeen aikana että erikseen kalium- ja amfetamiinivasteiden aikana. Havaittiin, että 
prosentuaalinen dopamiinipitoisuus oli merkitsevästi suurempi MANF-ryhmässä 
GDNF- ja PBS-ryhmään verrattuna sekä CDNF-ryhmässä GDNF-ryhmään verrattuna 
koko kokeen aikana (Kuva 25). Kalium- ja amfetamiinivasteiden aikana 
prosentuaalinen dopamiinipitoisuus oli MANF-ryhmässä merkitsevästi suurempi kuin 
GDNF- ja PBS-ryhmässä. Näin ollen näyttää siis siltä, että MANF lisää dopamiinin 
vapautumista hermopäätteistä GDNF- ja PBS-ryhmään verrattuna. CDNF puolestaan 
näyttää lisäävän dopamiinin vapautumista GDNF-ryhmään verrattuna. Aikaisemmista 
tuloksista poiketen GDNF:n vaikutus eronnut PBS:n vaikutuksesta (Hebert ym. 1996; 
Hebert ja Gerhardt 1997; Grondin ym. 2003; Salvatore ym. 2004). GDNF-ryhmässä 
dopamiinin vapautuminen näytti olevan jopa hieman vähäisempää kuin PBS-verrokissa. 
 
Käsittelyryhmien välillä havaitut erot saattavat johtua dopamiinin kiihtyneestä 
synteesistä ja lisääntyneestä varastoitumisesta MANF- ja CDNF-ryhmissä tai siitä, että 
nämä hermokasvutekijät lisäävät dopaminergisten aksonien haaroittumista striatumissa, 
jolloin myös dopamiinia syntetisoivien entsyymien ja dopamiinin varastorakkuloiden 
määrä lisääntyy. Leesioimattomilla rotilla suoritetussa kokeessa kahden viikon 
yhtäjaksoinen CDNF-, MANF- tai GDNF-infuusio ei kuitenkaan vaikuttanut TH-
positiivisten hermosolujen määrään substantia nigrassa eikä TH-positiivisten 
hermopäätteiden optiseen tiheyteen striatumissa (Voutilainen ym. 2011). 
Käsittelyryhmien väliset erot johtuvat siis todennäköisemmin dopaminergisen 
hermovälityksen voimistumisesta MANF- ja CDNF-ryhmissä. CDNF ja MANF 
saattavat esimerkiksi lisätä stimuluksen aiheuttamaa dopamiinin vapautumista 
hermopäätteistä eritavalla kuin GDNF (Wang ym. 2001; Yang ym. 2001a). Vaikka 
hermokasvutekijöillä ei näytäkään olevan vaikutusta TH-entsyymin kokonaismäärään, 
on kuitenkin mahdollista, että ne lisäävät TH:n fosforyloituneen eli aktiivisen muodon 
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määrää (Salvatore ym. 2004). Näin ollen käsittelyryhmien väliset erot saattavat johtua 
myös hermokasvutekijöiden erilaisesta kyvystä lisätä fosforyloituneen TH:n määrää ja 
sitä kautta kiihdyttää dopamiinin biosynteesiä. 
 
GDNF-ryhmässä havaittua stimulaatiovasteiden aikaista alhaista prosentuaalista 
dopamiinimäärää saattaa osaltaan selittää se, että perustason näytteistä mitatut 
keskimääräiset dopamiinipitoisuudet olivat GDNF-ryhmässä jonkin verran suurempia 
muihin ryhmiin verrattuna (Kuva 23). Näin ollen perustason keksimääräisiin 
dopamiinipitoisuuksiin suhteutetut muutokset stimulaatiovasteiden aikaisissa 
dopamiinimäärissä eivät muodostuneet niin suuriksi kuin muissa käsittelyryhmissä. 
Lisäksi GDNF:llä on todettu olevan huonommat diffuusio-ominaisuudet aivojen 
parenkyymissä kuin MANF:lla ja CDNF:llä, mikä saattaa osaltaan selittään sen 
hiekompaa vaikutusta dopaminergiseen neurotransmissioon (Voutilainen ym. 2009; 
Voutilainen ym. 2011). Joka tapauksessa jatkotutkimuksia tarvitaan selvittämään, miksi 
GDNF ei vaikuttanut odoteltulla tavalla dopaminergistä neurotransmissiota lisäten? 
 
Ryhmien välisten erojen pieneneminen amfetamiinivasteen aikana saattoi jouhtua siitä, 
että käytetyn amfetamiiniliuoksen pitoisuus (100 µM) oli mahdollisesti liian suuri. Liian 
iso amfetamiiniannos saattoi aiheuttaa maksimaalisen vasteen kaikissa 
käsittelyryhmissä tyhjentäen kaikki käytettävissä olevat dopamiinivarastot. Toisaalta 
aikaisemmissa mikrodialyysistutkimuksissa on käytetty myös suurempia d-
amfetamiinipitoisuuksia (125 – 250 µM), joilla saatu aikaan selviä eroja 
käsittelyryhmien välille (Hebert ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997; Salvatore ym. 
2004). Erojen pienenemisen taustalla voi olla myös se, että dopamiinivarastot on 
tyhjennetty hetkeä aikaisemmin voimakkaalla kaliumstimulaatiolla. 
 
Mikrodialyysinäytteiden DOPAC-konsentraatioissa (nM) tai perustason keskiarvoon 
suhteutettuissa prosentuaalisissa DOPAC-pitoisuuksissa ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä. Tuloksista havaitaan selvästi, että DOPAC:n 
määrä striatumin solunulkoisessa nesteessä laski sekä kaliumvasteen että 
amfetamiinivasteen aikana kaikissa käsittelyryhmissä (Kuva 26). Tämä on linjassa 
aikaisempien tutkimustulosten kanssa (Zetterström ym. 1988; Kuczenski ja Segal 
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1989). Tämän muutoksen saattaa selittää se, että DOPAC:ia muodostuu MAO:n 
metaboloidessa dopamiinin DOPAC:ksi (Koulu ja Tuomisto 2001 s.172-173). MAO on 
presynaptisissa hermopäätteissä ja gliasoluissa esiintyvä mitokondriaalinen entsyymi. 
Kun hermopäätteet tyhjentyvät dopamiinista stimulaatiovasteiden aikana,  MAO:lla ei 
ole enää yhtä paljon substraattia saatavilla, jolloin DOPAC-pitoisuudet laksevat 
(Zetterström ym. 1988). Lisäksi tiedetään, että amfetamiinilla on MAO-entsyymiä 
inhiboiva vaikutus, mikä vaikuttaa DOPAC-pitoisuuksien laksuun amfetamiinivasteen 
aikana (Miller ym. 1980). 
 
Mikrodialyysinäytteiden HVA-konsentraatioista (nM) tai perustason keskiarvoon 
suhteutetuista prosentuaalisista HVA-pitoisuuksista ei myöskään löydetty tilastollisesti 
merkitseviä eroja ryhmien välille. Tuloksista kuitenkin nähdään, että näytteiden HVA-
pitoisuus laski kaliumvasteen aikana ja nousi amfetamiinivasteen aikana kaikissa 
käsittelyryhmissä (Kuva 27). HVA:ta muodostuu, kun COMT (katekoli-O-
metyylitransferaasi) metaboloi DOPAC:n HVA:ksi postsynaptisissa hermosoluissa ja 
gliasoluissa (Koulu ja Tuomisto 2001 s.172-173). HVA-pitoisuuden lasku 
kaliumvasteen aikana selittyykin mahdollisesti samanaikaisella DOPAC-pitoisuuden 
laskulla. DOPAC pitoisuuden laskiessa kaliumvasteen aikana, COMT:lla on saatavilla 
vähemmän substraattia ja näin myös HVA:n muodostuminen vähenee. Kaliumvasteen 
jälkeen, kun synapsirakoon vapautunutta dopamiinia pumpataan takaisin 
hermopäätteisiin, MAO:lla on saatavilla runsaasti substraattia, jolloin DOPAC:ia 
muodostuu paljon. Tämä johtaa DOPAC:n lisääntyneeseen vapautumiseen 
synapsirakoon, jolloin postsynaptisesti sijaitseva COMT-entsyymi voi metaboloida 
DOPAC:ia normaalia enemmän HVA:ksi. HVA:n määrän nousu amfetamiinivasteen 
aikana on kuitenkin ristiriidassa aikaisemmin havaittujen tutkimustulosten kanssa, joten 
tämän ilmiön selittäminen vaatii vielä jatkotutkimuksia (Kuczenski ja Segal 1989). 
 
Mikrodialyysinäytteiden 5-HIAA-konsentraatiot (nM) ja perustason keskiarvoon 
suhteutetut prosentuaaliset 5-HIAA-pitoisuudet eivät poikenneet tilastollisesti 
merkitsevästi käsittelyryhmien välillä. 5-HIAA:n ollessa serotoniinin päämetaboliitti 
tästä voidaan päätellä, että hermokasvutekijät eivät aiheuttaneet merkittäviä muutoksia 
serotoniinin määrään eikä serotonergisten hermosolujen toimintaan. Tätä voidaan pitää 
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positiivisena tuloksena, sillä hermokasvutekijöiden vaikutusten toivotaan kohdistuvan 
spesifisesti dopaminergisiin neuroneihin. Spesifisempi vaikutus ennustaa vähäisempiä 
sivuvaikutuksia mahdollisessa tulevassa kliinisessä käytössä. Tuloksista käy ilmi, 
kuinka 5-HIAA:n pitoisuus laski kaliumvasteen aikana kaikissa käsittelyryhmissä 
(Kuva 28). Syy tähän on mahdollisesti vastaava kuin DOPAC-pitoisuuden laskuun: 
MAO-A metaboloi serotoniinin presynaptisissa hermopäätteissä 5-hydroksi-
indoliasetaldehydiksi, josta muodostuu edelleen 5-HIAA:ta (Koulu ja Tuomisto 2001 
s.281). Kun serotoniinin määrä hermopäätteissä vähenee kaliumvasteen aikana, myös 5-
HIAA:ta muodostuu vähemmän. Amfetamiinivasteen aikana 5-HIAA-pitoisuudet 
pysyivät puolestaan kutakuinkin perustasolla, koska amfetamiinin aiheuttama 
dopamiinivarastorakkuloiden tyhjentyminen ja DAT:n toimintasuunnan vaihtuminen 
eivät vaikuta serotonergisten hermopäätteiden toimintaan eikä näin ollen myöskään 5-
HIAA:n pitoisuuteen. 
 
4.2.2 Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritetut mikrodialyysit 
 
Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen suoritetuilla mikrodialyyseillä pyrittiin selvittämään 
hermokasvutekijöiden pidempiaikaisia vaikutuksia rotan aivojen neurotransmissioon. 
Mikrodialyysinäytteiden dopamiinipitoisuuksissa (nM) havaittiin tilastollisesti 
merkitseviä eroja käsittelyryhmien välillä koko mikrodialyysikokeen aikana sekä 
erikseen kaliumvasteen ja amfetamiinivasteen aikana. Jatkotesti tarkensi näiden erojen 
olevan MANF-ryhmän ja GDNF-ryhmän välillä dopamiinipitoisuuden ollessa MANF-
ryhmässä merkitsevästi suurempi kuin GDNF-ryhmässä (Kuva 29). Tulosten perusteella 
MANF:n dopamiinin vapautumista lisäävä vaikutus GDNF:ään verrattuna säilyy myös 
hermokasvutekijöiden pidempiaikaisia vaikutuksia mitattaessa. Kolmen viikon kohdalla 
suoritetuissa kokeissa CDNF:n ei enää havaittu aiheuttavan merkitsevää dopamiinin 
neurotransmission lisääntymistä muihin käsittelyihin verrattuna. Erot CDNF:n ja 
MANF:n vaikutusten välillä saattavat johtua siitä, että CDNF-proteiini oli tuotettu Sf9-
hyönteissolulinjassa ja MANF-proteiini puolestaan CHO-nisäkässolulinjassa. 
Nisäkässoluissa ja hyönteissoluissa tuotetujen proteiinien translaation jälkeinen 
glykosyloituminen voi olla erilaista, mikä saattaa vaikuttaa niiden tehoon ja leviämiseen 
aivoissa. Emme voi olla varmoja glykosylaation merkityksestä proteiinin aktiivisuuden 
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kannalta, vaikka esimerkiksi E. colissa tuotetulla glykosyloimattomalla GDNF:llä on 
todettu olevan täysi biologinen aktiivisuus (Lin ym. 1993). Myöskään glykosyloituneen 
HEK293-solulinjassa tuotetun ja glykosyloitumattoman E. colissa tuotetun hrMANF:n 
biologisissa vaikutuksissa ei ole havaittu selviä eroja (Petrova ym. 2003). Yleisen 
käsityksen mukaan kuitenkin nisäkässoluissa tuotetut rekombinantit hermokasvutekijät 
ovat biologisesti aktiivisempia kuin muissa solulinjoissa tuotetut vastaavat proteiinit 
(Anderssoo ja Saarma 2008). 
 
Kun tulokset muutettiin dopamiinin perustason keksimääräiseen pitoisuuteen 
suhteutetuiksi prosentuaalisiksi dopamiinimääriksi, käsittelyryhmien väliltä ei löytynyt 
enää tilastollisesti merkitseviä eroja. Yhteenvetona voidaan todeta, että MANF ja 
CDNF näyttävät voimistavan dopaminergista hermovälitystä striatumin alueella ja että 
MANF:n dopamiinitasoja lisäävä vaikutus kestää pidempään. Varmoja johtopäätöksiä 
tuloksista ei voida kuitenkaan vetää, sillä CDNF:n vaikutus ei eronnut lumekontrollina 
käytetyn PBS:n vaikutuksista tilastollisesti merkitsevästi. Myöskään MANF:n vaikutus 
ei poikennut merkitsevästi PBS:n vaikutuksista enää kolmen viikon kohdalla. 
 
Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen määritetyt perustason keskiarvoon suhteutetut 
prosentuaaliset metaboliittimäärät eivät eronneet tilastollisesti merkitsevästi 
käsittelyryhmien välillä mikään metaboliitin suhteen (Kuvat 31, 32 ja 33). Myöskään 
näytteiden metaboliittikonsentraatoisssa (nM) ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja 
ryhmien välillä. Näytteiden pitoisuuksissa on kuitenkin havaittavissa samansuuntaiset 
stimulaatiovasteiden aikaiset vaihtelut kuin viikko leikkauksen jälkeen kerätyissä 
näytteissä. 
 
4.3 Hermokasvutekijöiden vaikutukset dopamiinin metaboliaan  
 
Mikrodialyysikokeiden tuloksista lasketuista DOPAC/DA – ja HVA/DA – 
metaboliasuhdeluvuista huomataan, että dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi ja 
HVA:ksi erosi käsittelyryhmien välillä selvimmin perustason aikana sekä 
stimulaatiovasteiden välissä (Kuvat 34 ja 35). Stimulaatiovasteiden aikana 
metaboliasuhdeluvut putosivat kaikissa ryhmissä lähelle nollaa, koska hermopäätteistä 
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vapautui suuria määriä dopamiinia solunulkoiseen nesteeseen, mikä lisäsi näytteiden 
dopamiinikonsentraatiota huomattavasti. Samalla myös näytteiden 
metaboliittipitoisuudet laskivat pääsääntöisesti. Molemmat seikat johtivat 
metaboliasuhdelukujen pienenemiseen stimulaatiovasteiden aikana. DOPAC/DA – ja 
HVA/DA –suhdeluvut kuitenkin palautuivat nopeasti takaisin lähes lähtötasolleen heti 
kaliumvasteen päätyttyä. Tämä saattaa kertoa dopamiinin tehokkaasta takaisinotosta 
hermopäätteisiin (DAT:n tehokas toiminta), jolloin näytteiden dopamiinipitoisuus 
laskee nopeasti, ja/tai dopamiinin tehokkaasta metaboloitumisesta DOPAC:ksi ja 
HVA:ksi MAO- ja COMT-entsyymien välityksellä. 
 
Viikko leikkauksen jälkeen dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi erosi 
käsittelyryhmien välillä tilastollisesti merkitsevästi koko kokeen aikana (Kuva 34). 
Jatkotesti osoitti, että MANF lisäsi dopamiinin metaboloitumista DOPAC:ksi 
GDNF:ään ja PBS:ään verrattuna. Myös perustason näytteiden aikana ennen 
kaliumvasteen alkamista ryhmien DOPAC/DA –metaboliasuhdeluvut erosivat toisistaan 
MANF-ryhmän metaboliasuhdeluvun olessa merkitsevästi suurempi kuin GDNF- ja 
PBS-ryhmän. Nämä tulokset tukevat oletusta dopaminergisen neurotransmission 
voimistumisesta MANF-käsittelyn myötä. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen 
käsittelyryhmien välillä ei havaittu enää tilastollisesti merkitseviä eroja.  
 
Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi ei eronnut käsittelyryhmien välillä 
tilastollisesti merkitsevästi kummankaan mikrodialyysikokeen aikana. Viikko 
leikkauksen jälkeen saaduista tuloksista on kuitenkin havaittavissa trendi, jonka mukaan 
HVA:ta muodostuisi eniten MANF-ryhmässä (Kuva 35). CDNF- ja GDNF-ryhmässä 
HVA/DA –metaboliasuhdeluvut olivat lähes yhtä suuret ja sijoittuivat MANF-ryhmän 
suhdeluvun ja pienimpänä olevan PBS-ryhmän suhdeluvun väliin. Kasvanut HVA/DA –
metaboliasuhde on merkki dopaminergisen hermovälityksen voimistumisesta (Martin 
ym. 1996). Aikaisemmissa tutkimuksissa kudosnäytteistä määritetyn DOPAC:n ja 
HVA:n määrän on havaittu lisääntyvän substantia nigrassa ja striatumissa GDNF-
käsittelyn myötä (Hudson ym. 1995; Martin ym. 1996; Hebert ja Gerhardt 1997; Horger 
ym. 1998; Hadacz ym. 2010). 
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Metaboliasuhdeluvuissa havaitut erot saattavat johtua siitä, että MANF lisää dopamiinin 
biosynteesiä ja varastoitumista. Tällöin dopamiinin suuremmasta kokonaismäärästä on 
mahdollista metaboloitua enemmän DOPAC:ia ja HVA:ta dopamiinin ollessa 
stimulaatiovasteiden ulkopuolella pääosin metabolialta suojassa varastorakkuloissaan. 
MANF voi myös lisätä MAO- ja COMT-entsyymien tai DAT:n aktiivisuutta. 
Hermokasvutekijöiden vaikutuksia metaboliaentsyymien aktiivisuuteen voisi tutkia 
mikrodialyysin avulla käsittelemällä koe-eläimiä eri metaboliaentsyymien 
inhibiittoreilla. 
 
DOPAC:n ja HVA:n keskinäisessä suhteessa havaittiin myös tilastollisesti merkitseviä 
eroja käsittelyryhmien välillä viikko leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien 
aikana (Kuva 36). DOPAC/HVA –suhde oli merkitsevästi pienempi GDNF-ryhmässä 
kuin muissa ryhmissä sekä koko kokeen aikana että aikavälillä 15 – 180 min. 
Amfetamiinivasteen alusta kokeen loppuun ulottuvalla aikavälilä 180 – 270 min GDNF-
ryhmän DOPAC/HVA –suhde oli merkitsevästi pienempi kuin MANF- ja PBS-ryhmän 
vastaava suhde. Lisäksi tuloksista käy ilmi, että DOPAC/HVA –suhde kasvoi hieman 
kaliumvasteen alussa kaikissa muissa paitsi GDNF-ryhmässä. Selvempi muutos oli 
kuitenkin DOPAC/HVA –suhteen voimakas lasku kaikissa käsittelyryhmissä 
amfetamiinivasteen aikana. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen ryhmien välillä ei 
havaittu enää merkitseviä eroja metaboliittien keskinäisessä suhteessa. Syy GDNF:n 
aiheuttamaan DOPAC/HVA –suhteen pienenemiseen jää tämän tutkimuksen tietojen 
perusteella vielä epäselväksi. Ilmiön taustalla voisi olla esimerkiksi GDNF:n 
aiheuttamat muutokset metaboliaentsyymien aktiivisuudessa, mutta tämä vaatii vielä 
jatkotutkimusta. 
 
4.4 Hermokasvutekijöiden vaikutukset dopamiinihermosolujen TH-aktiivisuuteen 
 
Hermokasvutekijöiden vaikutuksia nigrostriataalisten dopamiinihermosolujen TH-
entsyymin toimintaan pyrittiin selvittämään in vivo TH-aktiivisuuskokeen avulla. 
Kokeessa mitattujen striatumien L-DOPA-määrien perusteella pyrittiin päättelemään, 
millainen vaikutus kullakin käsittelyllä oli TH-entsyymin aktiivisuuteen. 
Käänteentekeviä tilastollisesti merkitseviä tuloksia kokeesta ei kuitenkaan saatu, mikä 
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saattoi johtua siitä, että kokeeseen otettiin jokaisesta käsittelyryhmästä vain kolme 
rottaa. Koeyksiköiden määrän ollessa näin pieni tilastollisesti merkitseviä eroja on 
vaikea havaita. TH-aktiivisuusmääritys olikin vain suuntaa-antavan pilottikokeen 
luonteinen, jonka tuloksista oli tarkoitus saada käsitys hermokasvutekijöiden 
aiheuttamien mahdollisten muutosten trendeistä. Ryhmien kokoa ei haluttu kasvattaa 
isommaksi, koska TH-aktiivisuuskokeeseen osallistuvien rottien striatumeista tehtiin 
kudosnäytteitä, jolloin niistä ei voitu varmistaa mikrodialyysikoettimen oikeaa sijaintia. 
Jos ryhmien kokoa oltaisiin kasvatettu, mikrodialyysikokeiden tulosten luotettavuus 
olisi kärsinyt liikaa. Jatkossa voisikin olla hyödyllistä tutkita hermokasvutekijöiden 
vaikutuksia TH-entsyymin aktiivisuuteen in vivo erikseen tehtävällä vastaavalla 
tutkimuksella, jossa käsittelyryhmien koot olisivat hieman isommat. 
 
TH-aktiivisuuskokeeseen kuului aromaattisten L-aminohappojen dekarboksylaasin 
toiminnan estäminen NSD1015-käsittelyllä. Tämän takia dopamiinin, DOPAC:n, 
HVA:n, serotoniinin ja 5-HIAA:n muodostumista on syytä pitää häiriintyneenä, sillä 
aromaattisten L-aminohappojen dekarboksylaasi kuuluu kaikkien edellä mainittujen 
yhdisteiden synteesireittiin. Näin ollen näiden yhdisteiden määristä ei tule tehdä pitkälle 
meneviä johtopäätöksiä saatujen tulosten perusteella. Ainoastaan striatumien L-DOPA-
määriä voidaan pitää vertailukelpoisena käsittelyryhmien välillä. 
 
TH-aktiivisuusmäärityksen tulosten perusteella laskettiin, poikkesivatko käsitellyn ja 
käsittelemättömän aivopuoliskon striatumien analyyttimäärät toisistaan saman 
käsittelyryhmän sisällä. Aivopuoliskojen striatumien märkäpainoon suhteutetuissa L-
DOPA-määrissä, dopamiinimäärissä ja dopamiinin metaboliittien määrissä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja minkään käsitelyryhmän sisällä. Yleisenä trendinä TH-
aktiivisuusmäärityksen tuloksista on kuitenkin havaittavissa, että analyyttimäärät olivat 
pienempiä käsitellyllä aivopuoliskolla kuin käsittelemättömällä puolella. Yksi 
mahdollinen syy siihen, että käsitellyn puolen striatumista mitattiin yleisesti pienemmät 
analyyttimäärät, saattaa olla käsitellylle aivopuoliskolle kohdistunut 
mikrodialyysikoettimen ja ohjauskanyylin aiheuttama mekaaninen vaurio. Vaurio saa 
aikaan hermopäätteiden osittaisen tuhoutumisen ja arpikudoksen kertymisen käsitellyn 
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puolen striatumiin, mikä saattaa osaltaan pienentää sieltä mitattuja analyyttipitoisuuksia 
käsittelemättömään puoleen verrattuna. 
 
TH-aktiivisuusmäärityksessä käsiteltyä ja käsittelemätöntä aivopuoliskoa ei voidakaan 
täysin luotettavasti verrata keskenään. Käsittelemättömälle puolelle ei ole injisoitu 
mitään käsittelyliuosta eikä sinne ole kohdistunut myöskään koettimen tai 
ohjauskanyylin traumatisoivaa vaikutusta. Näin ollen lähtökohta aivopuoliskojen 
keskinäiselle vertailulle on epätasa-arvoinen. Lisäksi hermokasvutekijät saattavat myös 
levitä käsittelemättömälle puolelle, mikä voi vääristää vertailuasetelmaa entisestään. 
Siksi tutkittiin myös pelkästään käsiteltyjen aivopuoliskojen striatumeista mitattuja 
analyyttimääriä ryhmien välillä, koska ne olivat keskenään vertailukelpoisia. 
Tilastollisesti merkitseviä eroja ei kuitenkaan löytynyt verrattaessa L-DOPA:n, 
dopamiinin ja dopamiinin metaboliittien määriä ryhmien välillä.  
 
Kun verrattiin striatumin märkäpainoon suhteutettujen analyyttimäärien käsiteltyjen ja 
käsittelemättömien aivopuoliskojen välisiä prosentuaalisia suhteita käsittelyryhmien 
välillä, tilastollisesti merkitseviä eroja ei havaittu minkään analyytin osalta (ks. Liite 5). 
L-DOPA:n aivopuoliskojen välisissä suhteissa on kuitenkin havaittavissa trendi, jonka 
mukaan hermokasvutekijöillä käsitellyillä aivopuoliskoilla muodostuisi L-DOPA:a 
vähemmän kuin PBS-käsittelyn saaneilla aivopuoliskoilla. Tämä tulos viittaa siihen, 
että hermokasvutekijät saattavat laskea TH-entsyymin aktiivisuutta. Tulos on linjassa 
aikaisempien tutkimustulosten kanssa, joiden mukaan GDNF-käsittely johtaa TH:n 
ekspression vähenemiseen (Rosenblad ym. 2003; Georgievska ym. 2004). Toisaalta 
tulos on kuitenkin ristiriidassa tutkimuksen kanssa, jossa GDNF:n havaittiin lisäävän 
fosforyloituneen TH:n määrää (Salvatore ym. 2004).  
 
Dopamiinin aivopuoliskojen välisissä suhteissa on havaittavissa sama trendi 
käsittelyryhmien välillä kuin L-DOPA:n vastaavissa suhteissa, ja ryhmien keskinäinen 
järjestys noudattaa L-DOPA:n vastaavaa järjestystä (ks. Liite 5). Tämä kertoo omalta 
osaltaan TH-aktiivisuuskokeen onnistumisesta sekä tukee L-DOPA-määrityksen 
luotettavuutta ja siitä tehtyjä johtopäätöksiä hermokasvutekijöiden TH-aktiivisuutta 
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laskevasta vaikutuksesta. On kuitenkin muistettava, että käsittelyryhmien välillä ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja.  
 
Käsittelyryhmien sisäinen hajonta oli melko huomattavaa määritettäessä DOPAC:n ja 
HVA:n striatumin märkäpainoon suhteutettujen määrien aivopuoliskojen välisiä 
suhteita. Näin ollen myös mahdolliset käsittelyryhmien väliset erot jäi havaitsematta 
tilastotestien avulla. TH-aktiivisuusmääritystulosten hajontaa lisäsi todennäköisesti se, 
että striatumien dissekoinnista ei ollut aikaisempaa kokemusta. Tämän johdosta 
dissekoitujen striatumien massat vahtelivat huomattavasti (10,7 – 90,7 mg), mikä 
saattoi aiheuttaa hajontaa striatumien märkäpainoihin suhteutettuihin analyyttimääriin. 
Lisäksi yhdelle GDNF-ryhmän rotalle jouduttiin tekemään TH-aktiivisuusmääritys 
muista poiketen jo ennen toista mikrodialyysikoetta, koska ohjauskanyylin irtosi sen 
päästä ennenaikaisesti. 
 
Kaiken kaikkiaan in vivo TH-aktiivisuusmäärityksen tulokset viittaavat siihen, että 
hermokasvutekijät vähentävät TH-entsyymin aktiivisuutta. Trendi on havaittavissa sekä 
kuvista 37 ja 38 että liitteen 5 kuvasta 66. TH-aktiivisuuden väheneminen saattaa olla 
seurausta aikaisemmin haivaitusta dopamiinin määrän lisääntymisestä CDNF- ja 
MANF-ryhmissä ja/tai DAT-aktiivisuuden lisääntymisestä hermokasvutekijäkäsittelyn 
seurauksena. Molemmat tekijät johtavat solunsisäisen dopamiinin lisääntyneeseen 
määrään ja kompensatorisiin mekanismeihin, joilla on negatiivinen takaisinkytkentä 
TH-entsyymiin (Georgievska ym. 2004). Myös presynaptisten dopamiinireseptorien 
lisääntyneellä aktivaatiolla voimistuneen neurotransmission myötä on TH-entsyymin 
ilmentymistä vähentävä vaikutus. Lisäksi TH-geenin ekspressio saattaa vähentyä 
hermokasvutekijöiden käynnistämien signalointireittien myötä. Solutason mekanismit 
voivat johtaa muutoksiin joko TH-entsyymin kokonaismäärässä tai TH:n 
fosforyloituneen muodon määrässä. Jatkotutkimuksena tehtävä Western Blot –määritys 
fosforyloituneen TH:n määrästä tarjoaisi arvokasta lisätietoa, joka helpottaisi in vivo 
TH-aktiivisuusmäärityksen tulosten tulkitsemista. 
 
On hyvä pitää mielessä myös mahdollisuus paradoksaaliseen terveiden dopaminergisten 
hermosolujen määrän vähenemiseen hermokasvutekijäylimäärän vaikutuksesta. 
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Dopamiinin kiihtynyt synteesi ja metabolia lisäävät reaktiivisten happiradikaalien 
määrää hermosoluissa (Anderssoo ja Saarma 2008). Substantia nigran 
dopamiinihermosolut ovat herkkiä happiradikaalien lisääntymiselle, sillä niiden 
antioksidanttipuskurikapasiteetti on luonnostaan hyvin rajoittunut. Lisääntynyt 
happiradikaalimäärä ajaakin tämän puskurikasiteetin helposti loppuun, jolloin 
seurauksena on solujen tuhoutuminen tai TH-fenotyypin menetys. 
 
4.5 Yleisiä havaintoja koeasetelmasta 
 
Saatuja tuloksia tarkasteltaessa on syytä pitää mielessä se, että mikrodialyysi on hyvin 
invasiivinen menetelmä. Koettimen asettaminen striatumiin aiheuttaa häiriöitä sekä 
paikallisesti että ympäröivässä aivokudoksessa, mikä voi vaikuttaa koetuloksia 
vääristävästi. Neurotransmissioon vaikuttavia yhdisteitä myös poistuu jatkuvasti 
tarkasteltavasta kudoksesta koettimen kautta, mikä järkyttää aivoissa vallitsevaa 
tasapainotilaa (Di Chiara 1991). Esimerkiksi dopamiinin diffundoituminen dialysaattiin 
vähentää sen määrää solunulkoisessa nesteessä, mikä puolestaan kiihdyttää dopamiinin 
synteesiä ja spontaania vapautumista hermopäätteistä, kun autoreseptorien miehitys 
vähenee. 
 
Mikrodialyyseissä käytettiin perfuusioliuoksena Ringer-liuosta, joka ei sisällä HPLC-
analyysiä häiritseviä yhdisteitä ja soveltuu näin ollen hyvin HPLC:llä analysoitaviin 
näytteisiin (Ungerstedt 1991). Ringer sisältää kuitenkin K+- ja Ca2+-ioneja (käytetyssä 
Ringerissä [K+] = 2,7 mM ja [Ca2+] = 1,2 mM), joiden konsentraatioihin on syytä 
kiinnittää huomiota. Ne vaikuttavat koettimen membraanin läpi diffundoituessaan myös 
koetinta ympäröivän solunulkoisen nesteen K+- ja Ca2+-konsentraatioihin. 
Konsentraation ollessa väärä, välittäjäaineiden vapautuminen hermopäätteistä voi 
häiriintyä kalvojännitteen tai jänniteherkkien kalsiumkanavien toiminnan muuttuessa. 
Ringerin K+- ja Ca2+-konsentraatiot pyrittiinkin säätämään mahdollisimman lähelle 
aivojen solunulkoisen nesteen normaaleja fysiologisia pitoisuuksia, mutta membraanin 
läpi kulkeutuvien ionien määrästä ei voi olla täysin varma. 
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Käytetyn Ringer-liuoksen pH:ta ei tarkistettu. Ringeriin lisätty katekolirakenteisten 
yhdisteiden hapettumista estävä askorbiinihappo (0,04 mM) saattoi tehdä liuoksesta 
happaman. Myös kaliumliuos sisälsi askorbiinihappoa (0,04 mM), joka todennäköisesti 
happamoitti liuoksen. Amfetamiiniliuoksen, joka itsessään on emäksinen, 
valmistuksessa käytettiin askorbiinihappoa sisältävää Ringeriä, joten liuoksen 
lopullisesta pH:sta ei ole tietoa. Myöskään stimulaatioliuosten pH:ta ei tarkistettu. 
Liuosten pH onkin voinut olla hapan, mikä on saattanut vaikuttaa hermopäätteiden 
toimintaan ja mikrodialyysituloksiin. 
 
Koettimien in vitro saantoprosenteissa oli melko suurta vaihtelua. Dopamiinin osalta 
saantoprosentit vaihtelivat välillä 7,33 – 19,09. Vaikka koettimien in vitro 
saantoprosenteista ei suoranaisesti voikkaan päätellä analyyttien saantoprosentteja in 
vivo olosuhteissa, ne kertovat kuitenkin sen, että dopamiinia ja metaboliitteja pääsi 
diffundoitumaan koettimien sisään eri määriä kulloinkin käytössä olleesta koettimesta 
riippuen. Tämä aiheutti omalta osaltaan epävarmuutta mikrodialyysituloksiin. Siitä 
kuinka hyvin dialysaatista mitatut analyyttipitoisuudet vastasivat solunulkoisen nesteen 
analyyttipitoisuuksia, voidaan tehdä vain arvioita, sillä dialysaatin analyyttipitoisuuteen 
vaikuttaa muun muassa koettimen saantoprosentti, analyytin diffuusio-ominaisuudet 
parenkyymissä sekä analyytin metaboloituminen, soluunotto ja reseptoreihin 
sitoutuminen ennen koettimen membraanin sisäpuolelle pääsyä (Di Chiara 1991). 
Koska nämä seikat ovat kullekin analyytille yksilöllisiä, analyyttien suhteet voivat olla 
dialysaatissa erilaiset kuin solunulkoisessa nesteessä. Esimerkiksi dopamiinia otetaan 
solunulkoisesta nesteestä takaisin hermopäätteisiin paljon tehokkaammin kuin 
DOPAC:ia, jolloin DOPAC:ia on dialysaatissa enemmän suhteessa dopamiiniin kuin 
solunulkoisessa nesteessä hermopäätteiden läheisyydessä.  
 
Tutkimuksessa käytetty perfuusioliuos ei sisältänyt sisäistä standardia. Koska koettimen 
membraanin läpi tapahtuva diffuusio on samanlaista molempiin suuntiin, sisäisen 
standardin avulla oltaisiin voitu selvittää koettimien in vivo saantoprosentit laskemalla 
koettimien kautta aivokudokseen diffundoituneen standardin määrä perfuusioliuoksen 
alkuperäisen määrän ja dialysaatista mitatun määrän erotuksesta (Ungerstedt 1991). 
Menetelmän luotettavuus edellyttäisi diffuusio-ominaisuuksiltaan analyyttejä vastaavan 
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sisäisen standardin löytämistä. Koettimien in vivo saantoprosenttien määrittäminen 
esimerkiksi HPLC:llä havaittavan sisäisen merkkiaineen avulla olisi jatkossa tärkeää 
koettimien yksilöllisistä eroista johtuvan vaihtelun minimoimisen sekä solunulkoisen 
nesteen analyyttipitoisuuksien luotettavamman arvioinnin kannalta. 
 
Tutkimuksessa rotat eivät saaneet mitään muuta käsittelyä kuin yksittäisen 
hermokasvutekijä- tai PBS-injektion. Aivoihin ei siis kohdistettu hermosoluja 
vaurioittavaa käsittelyä kuten 6-OHDA-leesiota. Jos rotat oltaisiin leesioitu ennen 
tutkittavien yhdisteiden annostelua, käsittelyryhmien väliset erot olisivat voineet tulla 
selvemmin esiin. Aikaisempien tutkimustulosten perusteella hermokasvutekijät olisivat 
mitä todennäköisimmin suojanneet dopaminergisiä hermosoluja solukuolemalta 
paremmin kuin PBS, mikä olisi näkynyt suurempina dopamiini- ja 
metaboliittipitoisuuksina sekä voimakkaampana TH-aktiivisuutena 
hermokasvutekijöillä käsitellyissä ryhmissä. Tämän tutkimuksen tarkoituksena ei 
kuitenkaan ollut selvittää hermokasvutekijöiden jo aikaisemmin havaittuja neuroneita 
suojaavia vaikutuksia vaan tutkia niiden vaikutuksia aivojen neurotransmissioon ja näin 
antaa viitteitä hermokasvutekijöiden mahdollisista vaikutusmekanismeista. Tähän 
koeasetelmaan soveltui paremmin naiivit rotat. 
 
 
5 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tulokset osoittavat, että MANF on voimakkaimmin dopaminergista neurotransmissiota 
lisäävä hermokasvutekijä. Sen vaikutukset myös kestävät muita hermokasvutekijöitä 
kauemmin. Lisäksi CDNF näyttää lisäävän dopamiinin vapautumista hermopäätteistä, 
mutta sen vaikutukset eivät olleet yhtä selviä eivätkä kestäneet yhtä pitkään kuin 
MANF:n vaikutukset. MANF:n ja CDNF:n dopamiinin vapaumista lisäävä vaikutus 
saattaa johtua dopamiinin kiihtyneestä synteesistä ja lisääntyneestä varastoitumisesta tai 
hermopäätteiden toiminnan voimistumisesta. Hermokasvutekijät eivät todennäköisesti 
lisää leesioimattomien rottien dopaminergisten hermosolujen määrää tai aksonien 
haaroittumista striatumissa (Voutilainen ym. 2011). TH-entsyymin fosforyloituneen 
muodon Western Blot –määritykset voisivat paljastaa, miten hermokasvutekijät 
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vaikuttavat TH:n aktiivisen muodon määrään. Erot CDNF:n ja MANF:n vaikutusten 
välillä saattavat johtua siitä, että CDNF-proteiini oli tuotettu Sf9-hyönteissolulinjassa ja 
MANF-proteiini CHO-nisäkässolulinjassa. Nisäkässoluissa ja hyönteissoluissa tuotetut 
proteiinit voivat olla eri tavalla glykosyloituneita, mikä saattaa vaikuttaa niiden 
biologiseen tehoon. Lisäksi MANF:n on havaittu leviävän aivokudoksessa hieman 
paremmin kuin CDNF (Voutilainen ym. 2011). 
 
Dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi ja HVA:ksi erosi käsittelyryhmien välillä 
selvimmin perustason aikana sekä stimulaatiovasteiden välissä. MANF:n havaittiin 
lisäävän dopamiinin biotransformaatiota DOPAC:ksi. Tulokset antavat vahvoja viitteitä 
siitä, että MANF lisäisi myös HVA:n muodostumista. Nämä tulokset tukevat havaintoa 
MANF:n aiheuttamasta dopamiinineurotransmission voimistumisesta. Dopamiinin 
lisääntyneen metabolian taustalla saattaa olla dopamiinin kiihtynyt biosynteesi ja 
varastoituminen ja/tai MAO:n, COMT:n tai DAT:n aktiivisuuden lisääntyminen.  
 
Analyyttien perustason pitoisuuksista on nähtävissä selvästi, että kolme viikkoa 
leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet olivat pienempiä kuin viikko leikkauksen 
jälkeen mitatut pitoisuudet. Tämä on osoitus koettimen striatumiin kohdistaman 
mekaanisen vaurion aiheuttamasta glia-arven muodostumisesta näytteenkeruukohdan 
ympärille, jolloin analyyttien diffundoituminen koettimen sisään hankaloituu. Tulosten 
perusteella hermokasvutekijät eivät aiheuttaneet merkittäviä muutoksia serotonergisten 
hermosolujen toimintaan. Näin ollen tutkittujen hermokasvutekijöiden vaikutusten 
voidaan todeta kohdistuneen spesifisesti dopaminergisiin neuroneihin. 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksessä ei havaittu käänteentekeviä tilastollisesti 
merkitseviä tuloksia. Tämä saattoi johtua siitä, että jokaiseen käsittelyryhmään kuului 
vain kolme rottaa. Jatkossa voisikin olla hyödyllistä tutkita hermokasvutekijöiden 
vaikutuksia TH-entsyymin aktiivisuuteen in vivo tutkimuksella, jossa käsittelyryhmien 
koot olisivat isommat. Yleisenä trendinä TH-aktiivisuusmäärityksen tuloksista 
havaitaan, että käsitellyn aivopuoliskon striatumista mitattiin pienemmät 
analyyttimäärät kuin käsittelemättömältä puolelta. Yksi mahdollinen syy tähän saattaa 
olla käsitellylle aivopuoliskolle kohdistunut koettimen ja ohjauskanyylin aiheuttama 
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mekaaninen vaurio, joka saa aikaan hermopäätteiden osittaisen degeneroitumisen ja 
arpikudoksen kertymisen käsitellyn puolen striatumiin. Tämän takia aivopuoliskot eivät 
ole myöskään täysin vertailukelpoisia keskenään. Mitatuista L-DOPA-määristä on 
havaittavissa trendi, jonka mukaan hermokasvutekijäkäsittelyn saaneissa ryhmissä L-
DOPA:a muodostuisi vähemmän kuin PBS-käsittelyn saaneissa ryhmissä. 
Hermokasvutekijät saattavat siis laskea TH-entsyymin aktiivisuutta vaikuttamalla joko 
sen kokonaismäärään tai fosforyloituneen muodon määrään. 
 
Hermokasvutekijät vaikuttavat laajasti hermosolujen koko homeostaasiin, joten 
yksittäisiä selityksiä havaituille vaikutuksille on lähes mahdotonta löytää tulosten 
perusteella. CDNF:n ja MANF:n dopamiinihermosoluihin ja välittäjäaineisiin 
kohdistamien vaikutusten taustalla olevien solutason mekanismien syvällinen 
ymmärtäminen vaatii vielä paljon jatkotutkimuksia. 
 
 
6 YHTEENVETO 
 
Hermokasvutekijät ovat ryhmä elimistön endogeenisiä, solujen erittämiä proteiineja, jotka 
estävät hermosolujen apoptoosia (Lindholm ja Saarma 2010). Hermokasvutekijät ovat 
keskeisessä roolissa keskushermoston sekä perifeeristen hermosolujen kehittymisessä ja 
toiminnan ylläpitämisessä ja ne suojaavat hermosoluja erilaisilta vaurioilta (Huang ja 
Reichardt 2001). Nämä ominaisuudet tekevät hermokasvutekijöistä lupaavia yhdisteitä 
etsittäessä uusia hoitokeinoja hermorappeumasairauksien kuten Parkinsonin taudin 
hoitoon. GDNF:stä ja neurturiinista on tehty runsaasti tutkimuksia, joissa niillä on 
todettu olevan dopaminergiä hermosoluja suojaavia ja niiden vaurioita korjaavia 
vaikutuksia (Hoffer ym. 1994; Kearns ja Gash 1995; Tomac ym. 1995a; Gash ym. 
1996; Zhang ym. 1997; Horger ym. 1998; Oiwa ym. 2002). Niitä tutkittu myös 
kliinisissä kokeissa Parkinsonin tautia sairastavilla potilailla ristiriitaisin tuloksin (Gill 
ym. 2003; Nutt ym. 2003; Slevin ym. 2005; Lang ym. 2006; Marks ym. 2008; Marks 
ym. 2010). GFL:ien RET-välitteinen signalointi tunnetaan nykyisin melko hyvin, mutta 
niiden muut vaikutusmekanismit tarvitsevat vielä lisää tutkimusta. GDNF sitoutuu 
emäksisenä proteiinina solunulkoisen matriksin heparaanirakenteisiin, minkä vuoksi sen 
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diffuusio-ominaisuudet aivojen parenkyymissä ovat huonot. GDNF:n riittämätön 
leviäminen kohdealueelle saattaakin olla yksi syy kliinisissä kokeissa saatuihin 
ristiriitaisiin tuloksiin GDNF:n tehosta. 
 
CDNF ja MANF kuuluvat uuteen evoluutiossa hyvin säilyneeseen CDNF/MANF –
proteiiniperheeseen (Petrova ym. 2003; Lindholm ym. 2007). Niillä on osoitettu olevan 
dopaminergisia hermosoluja suojaavia ja niiden vaurioita korjaavia vaikutuksia sekä in 
vitro että in vivo Parkinsonin tautia kuvaavassa jyrsijämallissa (Petrova ym. 2003; 
Lindholm ym. 2007; Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). CDNF:n ja MANF:n 
hermosoluja suojaavat vaikutusmekanismit tunnetaan vielä melko huonosti. CDNF- ja 
MANF-proteiinit koostuvat kahdesta domeenista, joilla on todennäköisesti erilaiset 
tehtävät. Niiden N-terminaalidomeenit muistuttavat lipideihin ja membraaneihin 
sitoutuvia saposiineja (Parkash ym. 2009). Esimerkiksi prosaposiinilla ja saposiini C:llä 
on neurotrofisia vaikutuksia viljeltyihin hermosoluihin ja niiden on havaittu estävän 
solujen TNFα-välitteistä apoptoosia (O´Brien ym. 1994; Lee ym. 2004; Misasi ym. 
2004). MANF:n C-terminaalidomeenin on puolestaan havaittu muistuttavan 
rakenteellisesti Ku70-proteiinin C-terminaaliosan SAP-domeenia (Hellman ym. 2011). 
Ku70 estää solulimassa Bax-välitteistä apoptoosia sitoutumalla Bax:iin SAP-
domeeninsa välityksellä pitäen sen inaktiivisena. Myös MANF:n C-terminaalidomeenin 
on havaittu estävän Bax-välitteistä apoptoosia in vitro. Lisäksi MANF:n on osoitettu 
osallistuvan hermosolujen suojaamiseen UPR:n aiheuttaman ER-stressin aikana 
(Mizobuchi ym. 2007; Apostolou ym. 2008). CDNF:llä ja MANF:lla saattaa siis olla 
kaksi erilaista vaikutusmekanismia ja ne saattavat osallistua hermosolujen suojaamiseen 
sekä solun sisäisesti vaikuttavan proteiinin että solun ulkoisesti eritettävän 
hermokasvutekijän tavoin.  
 
Striatumiin annosteltu CDNF ja GDNF kuljetetaan retrogradisesti substantia nigraan 
(Voutilainen ym. 2009; Voutilainen ym. 2011). MANF:n on sen sijaan havaittu 
kulkeutuvan striatumista aivokuorelle. MANF:n poikkeavan kuljetusmekanismin 
merkitystä ei vielä tiedetä. MANF:lla ja CDNF:llä on paremmat diffuusio-ominaisuudet 
aivokudoksessa kuin GDNF:llä, mikä on eduksi niiden kliinistä käyttöä ajatellen. 
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Tässä tutkimuksessa selvitimme mikrodialyysiä hyväksi käyttäen yksittäisen 
intrastriataalisen GDNF-, CDNF- ja MANF-injektion vaikutuksia leesioimattomien 
rottien neurotransmissioon striatumin alueella. Keskeisimpänä tuloksena havaitsimme 
MANF:n olevan voimakkaimmin dopaminergista neurotransmissiota lisäävä 
hermokasvutekijä. Sen vaikutukset myös kestivät muita hermokasvutekijöitä 
kauemmin. CDNF näytti myös lisäävän dopamiinin vapautumista hermopäätteistä, 
mutta sen vaikutukset eivät olleet yhtä selviä eivätkä kestäneet yhtä pitkään kuin 
MANF:n vaikutukset. MANF lisäsi myös dopamiinin metaboloitumista DOPAC:ksi. 
Lisäksi saimme viitteitä siitä, että MANF lisäisi myös HVA:n muodostumista. Nämä 
tulokset tukevat havaintoa MANF:n aiheuttamasta dopamiinineurotransmission 
voimistumisesta. Dopamiinin vapaumisen lisääntyminen hermopäätteistä MANF- ja 
CDNF-käsittelyn myötä saattaa johtua dopamiinin kiihtyneestä synteesistä ja 
lisääntyneestä varastoitumisesta tai hermopäätteiden toiminnan voimistumisesta. 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksen tuloksista havaitsimme, että käsitellyn aivopuoliskon 
striatumin analyyttimäärät olivat jonkin verran pienemmät kuin käsittelemättömällä 
puolella. L-DOPA:n määristä oli havaittavissa trendi, jonka mukaan 
hermokasvutekijällä käsittellyissä ryhmissä L-DOPA:a muodostui vähemmän kuin 
PBS:llä käsittellyissä ryhmissä. Hermokasvutekijät näyttävät siis laskevan TH-
entsyymin aktiivisuutta vaikuttamalla joko sen kokonaismäärään tai fosforyloituneen 
muodon määrään. TH-aktiivisuusmäärityksessä ei kuitenkaan havaittu merkittäviä 
tilastollisesti merkitseviä tuloksia, koska jokaiseen käsittelyryhmään kuului vain kolme 
rottaa. Jatkossa voisikin olla hyödyllistä tutkita hermokasvutekijöiden vaikutuksia TH-
entsyymin aktiivisuuteen ja fosforyloituneen TH:n määrään hieman laajamittaisemmalla 
kokeella. CDNF:n ja MANF:n dopamiinihermosoluihin kohdistamien vaikutusten 
solutason mekanismien ymmärtäminen vaatii vielä paljon jatkotutkimuksia. 
 
GDNF, neurturiini, CDNF ja MANF ovat tehokkaita dopaminergisten neuronien 
hermokasvutekijöitä, joista voi olla mahdollista kehittää uudenlainen hoitomuoto 
esimerkiksi Parkinsonin tautiin. Niiden hermokudokseen kohdistamien vaikutusten 
syvällisempi ymmärtäminen on kuitenkin tarpeen terapeuttisen tehon optimoimiseksi ja 
haittavaikutusten välttämiseksi. CDNF:n ja MANF:n vaikutusmekanismeista tulee 
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saada lisää tietoa ennen kuin niiden kliinistä käyttöä voidaan ajatella. 
Hermokasvutekijöiden vaikutusmekanismien tutkiminen voi paljastaa myös uusia 
mahdollisia lääkevaikutuskohteita. 
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LIITE 1 
 
Kuvia stereotaktisesta leikkauksesta ja mikrodialyysistä 
 
 
	  
Kuva 43. Stereotaktinen laitteisto. 
Taustalla näkyy rotta nukutuskammiossa 
ja vasemmalla elektroninen mikro-
injektori. 
	  
Kuva 44. Rotta kiinnitettynä 
stereotaktiseen laitteeseen etuhampaista 
ja korvakäytävistä. Rotta hengittää 
isofluraani-ilmaseosta maskin kautta. 
	  
Kuva 45. Rotan päälaelta on ajettu 
karvat, alue on desinfioitu ja 
päänahka on leikattu auki. 
	  
Kuva 46. Leikkaushaava on levitetty 
suonipuristimien avulla ja kallon päältä 
on poistettu luukalvo. Stereotaktisen 
laitteen käsivarteen kiinnitetyllä pyörö-
poralla porataan reikä kalloon. 
	  
Kuva 47. Kalloon on porattu reikä 
striatumin kohdalle (M/L +2,7; A/P 
+1,0). Kallon keskellä erottuu selvästi 
myös bregma. 	  
Kuva 48. Rotalle injisoidaan hermokasvu-
tekijäliuosta 10 µl:n ruiskun avulla keskelle 
striatumia syvyyteen D/V -5,0 
	  	  
Kuva 49. Striatumiin on laskettu 
mikrodialyysikoettimen ohjaus-
kanyyli syvyyteen D/V -4,0. Lisäksi 
kalloon on ruuvattu kolme tukiruuvia 
ohjauskanyylin kiinnittämistä varten. 
	  
Kuva 50. Mikrodialyysikoettimen 
ohjauskanyyli on kiinnitetty rotan 
kalloon hammaskitistä valmistetun 
seoksen ja tukiruuvien avulla. 
	  
Kuva 51. Hammaskitin kovetuttua 
rotta irrotettiin stereotaktisesta 
laitteesta ja siirrettiin yksittäis-
häkkiin toipumaan leikkauksesta. 
	  
Kuva 52. Mikrodialyysikokeessa käytettävää 
laitteistoa. Kokeeseen osallistui kerralla 3-4 rottaa, 
jotka oli sijoitettu yksittäishäkkeihin.  
	  
Kuva 53. Mikrodialyysikokeessa oleva 
rotta. Kuvaan on merkitty ohjauskanyylin 
kautta striatumiin laitettu mikrodialyysi-
koetin, nesteensiirtoletkut sekä niiden 
vedonpoisto rotan kaulan ympärille 
kiinnitetyn nippusiteen avulla. 
LIITE 2 
 
Keskiarvokuvaajat metaboliittien pitoisuuksista perustason näytteissä yhden ja kolmen 
viikon kohdalla suoritettujen mikrodialyysien aikana (Kuvat 54-56). 
 
 
Kuva 54. DOPAC-pitoisuuksien keskiarvot (± SEM) perustason näytteissä viikko (A) ja 
kolme viikkoa (B) leikkauksen jälkeen. Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (B) olivat 
pienemmät kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (A) kaikissa 
käsittelyryhmissä. 
 
 
Kuva 55. HVA-pitoisuuksien keskiarvot (± SEM) perustason näytteissä viikko (A) ja 
kolme viikkoa (B) leikkauksen jälkeen. Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. Kolme viikkoa leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (B) olivat 
pienemmät kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut pitoisuudet (A) kaikissa 
käsittelyryhmissä. 
 
 
Kuva 56. 5-HIAA-pitoisuuksien keskiarvot (± SEM) perustason näytteissä viikko (A) ja 
kolme viikkoa (B) leikkauksen jälkeen. Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. GDNF- ja CDNF- ryhmissä kolme viikkoa leikkauksen jälkeen 
mitatut pitoisuudet (B) olivat pienemmät kuin viikko leikkauksen jälkeen mitatut 
pitoisuudet (A). 
LIITE 3 
 
Keskiarvokuvaajat metaboliittien konsentraatioista (nM) mikrodialyysinäytteissä yhden 
ja kolmen viikon kohdalla suoritettujen kokeiden aikana (Kuvat 57-62). Tulokset 
analysoitiin toistettujen mittausten ANOVA:n avulla. Kuvaajien vaaka-akselille on 
merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä amfetamiiniliuoksen 
annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen alusta. 
 
 
Kuva 57. DOPAC-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
viikko leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. 
 
 
Kuva 58. DOPAC-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
kolme viikkoa leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja. 
 
 
Kuva 59. HVA-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä viikko 
leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. 
 
 
Kuva 60. HVA-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä kolme 
viikkoa leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja. 
 
 
Kuva 61. 5-HIAA-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
viikko leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti 
merkitseviä eroja. 
 
 
Kuva 62. 5-HIAA-konsentraatio (nM) eri käsittelyryhmien mikrodialyysinäytteissä 
kolme viikkoa leikkauksen jälkeen (keskiarvo ± SEM). Ryhmien välillä ei havaittu 
tilastollisesti merkitseviä eroja. 
 
 
LIITE 4 
 
Keskiarvokuvaajat kunkin käsittelyryhmän DOPAC/DA – ja HVA/DA –
metaboliasuhdeluvuista sekä DOPAC/HVA –suhteesta kolmen viikon kohdalla 
suoritettujen mikrodialyysien aikana (Kuvat 63-65). Kuvaajien vaaka-akselille on 
merkitty kaliumliuoksen annostelun ja kaliumvasteen sekä amfetamiiniliuoksen 
annostelun ja amfetamiinivasteen ajankohdat minuutteina kokeen alusta. 
Käsittelyryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja.  
 
 
Kuva 63. Dopamiinin metaboloituminen DOPAC:ksi kolme viikkoa leikkauksen 
jälkeen suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on esitetty DOPAC/DA –
metaboliasuhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. MANF-
ryhmässä havaittava suhdeluvun voimakas nousu 135 minuutin kohdalla aiheutuu 
yksittäisen MANF-ryhmän rotan poikkeavista metaboliittipitoisuuksista tässä 
aikapisteessä. 
 
 
Kuva 64. Dopamiinin metaboloituminen HVA:ksi kolme viikkoa leikkauksen jälkeen 
suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on esitetty HVA/DA –
metaboliasuhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. MANF-
ryhmässä havaittava suhdeluvun voimakas nousu 135 minuutin kohdalla aiheutuu 
yksittäisen MANF-ryhmän rotan poikkeavista metaboliittipitoisuuksista tässä 
aikapisteessä. 
  
Kuva 65. Dopamiinin metaboliittien DOPAC:n ja HVA:n keskinäinen suhde kolme 
viikkoa leikkauksen jälkeen suoritettujen mikrodialyysien aikana. Kuvaajassa on 
esitetty DOPAC/HVA –suhdelukujen keskiarvot (± SEM) kussakin käsittelyryhmässä. 
DOPAC/HVA –suhde kasvaa hieman kaliumvasteen aikana ja laskee voimakkaasti 
amfetamiinivasteen aikana kaikissa käsittelyryhmissä. 
LIITE 5 
 
In vivo TH-aktiivisuusmäärityksen tuloksia 
 
Kuvassa 66 on esitetty L-DOPA:n, dopamiinin, DOPAC:n, HVA:n, serotoniinin ja 5-
HIAA:n striatumin märkäpainoon suhteutettujen määrien aivopuoliskojen välisten 
prosentuaalisten suhteiden keskiarvot ja keskiarvon keskivirheet kussakin 
käsittelyryhmässä. Jokaiseen ryhmään kuului kolme rottaa. Ryhmien väliset tilastolliset 
erot analysoitiin yksisuuntaisen ANOVA:n avulla. 
 
L-DOPA:n striatumin märkäpainoon suhteutetun määrän aivopuoliskojen välisissä 
suhteissa on havaittavissa trendi, jonka mukaan hermokasvutekijöillä käsitellyillä 
aivopuoliskoilla muodostuisi L-DOPA:a vähemmän kuin PBS-käsittelyn saaneilla 
aivopuoliskoilla. Tämä tulos viittaa siihen, että hermokasvutekijät saattavat laskea TH-
entsyymin aktiivisuutta. Myös dopamiinin striatumin märkäpainoon suhteutetun määrän 
aivopuoliskojen välisissä suhteissa on havaittavissa sama trendi ja käsittelyryhmien 
keskinäinen järjestys noudattaa L-DOPA:n vastaavaa järjestystä. Tämä kertoo omalta 
osaltaan TH-aktiivisuuskokeen onnistumisesta sekä tukee L-DOPA-määrityksen 
luotettavuutta ja siitä tehtyjä johtopäätöksiä hermokasvutekijöiden TH-aktiivisuutta 
laskevasta vaikutuksesta. On kuitenkin muistettava, että käsittelyryhmien välillä ei 
havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja.  
 
Käsittelyryhmien sisäinen hajonta oli melko huomattavaa määritettäessä DOPAC:n ja 
HVA:n striatumin märkäpainoon suhteutettujen määrien aivopuoliskojen välisiä 
suhteita. Näin ollen myös mahdolliset käsittelyryhmien väliset tilastollisesti merkitsevät 
erot jäi havaitsematta. Kuvaajista ilmenee suhteellisen suuret keskiarvon keskivirheet 
erityisesti GDNF- ja PBS-ryhmässä. TH-aktiivisuusmääritystulosten hajontaa lisäsi 
todennäköisesti omalta osaltaan se, että striatumien dissekoinnista ei ollut aikaisempaa 
kokemusta. Tämän johdosta dissekoitujen striatumien massat vahtelivat huomattavasti 
(10,7 – 90,7 mg), mikä aiheutti hajontaa striatumien märkäpainoihin suhteutettuihin 
analyyttimääriin. Lisäksi yhdelle GDNF-ryhmän rotalle jouduttiin tekemään TH-
aktiivisuusmääritys muista poiketen jo ennen toista mikrodialyysikoetta, koska 
ohjauskanyylin irtosi sen päästä ennenaikaisesti. 
  
Kuva 66. Striatumin märkäpainoon suhteutettujen analyyttimäärien prosentuaalinen 
suhde käsitellyn ja käsittelemättömän aivopuoliskon välillä eri käsittelyhmissä 
(keskiarvo ± SEM, n = 3). Ryhmien välillä ei havaittu tilastollisesti merkitseviä eroja 
minkään analyytin osalta. 
